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“Tudo o que temos de decidir é o que fazer com o tempo que nos é dado” 
Gandalf (J.R.R. Tolkien – O Senhor dos Anéis) 
RESUMO 
 
A evolução e distribuição dos peixes neotropicais está intimamente ligada a eventos geológicos 
de dispersão. Um importante mecanismo que acaba por promover a dispersão e a evolução de 
espécies de peixes é o evento conhecido como captura de cabeceiras de rios. Estes eventos 
interconectam bacias adjacentes e isolam bacias que eram previamente conectadas, promovendo 
ao mesmo tempo o isolamento (vicariância) e a dispersão (geodispersão) de espécies de peixes. 
Nas regiões sul/sudeste do Brasil alterações do relevo promoveram eventos de captura de 
cabeceiras de rios e intercâmbio de fauna entre drenagens costeiras, com rios de bacias das regiões 
mais altas que compõem o escudo cristalino brasileiro. O gênero Isbrueckerichthys (Loricariidae: 
Neoplecostominae) é endêmico do sul e sudeste brasileiro, constituindo um grupo chave para as 
investigações dos eventos de captura de cabeceira nesta região. O objetivo deste trabalho foi 
inferir os padrões de distribuição geográfica e de diversidade genética de populações de 
Isbrueckerichthys em regiões limítrofes ao Arco de Ponta Grossa para as bacias dos rios Ribeira 
de Iguape e Tibagi e inferir sobre a história evolutiva associadas aos eventos geológicos de captura 
de cabeceiras de rios na diversificação do grupo. Para isso foram realizadas análises de 
identificação molecular e de delimitação de espécies utilizando DNA barcoding e GMYC usando 
o gene citocromo c oxidase subunidade I. Para as investigações populacionais foram utilizadas 
análises moleculares de variância e de diversidade, inferências filogenéticas e filogeográficas, 
relógio molecular, além de índices de genética de populações, como ΦST, diversidade haplotípica, 
diversidade nucleotídica, rede haplotípica, Teste de Mantel e análises bayesiana de estruturação. 
Isbrueckerichthys saxicola e Isbrueckerichthys calvus demonstram ser uma única categoria 
taxonômica tanto nas análises de divergência genética K2P (1,32% ±0,022%), quanto nas análises 
filogenéticas e de GMYC. As análises populacionais apontam para uma alta diversidade 
haplotípica (h)= 0,859 e diversidade nucleotídica (π) =0,05026. O teste de Mantel aponta para 
uma forte correlação entre a distribuição geográfica e a diversidade genética. As análises mostram 
ainda um cenário onde o ancestral de Isbrueckerichthys partiu das bacias costeiras do Atlântico 
para as terras mais altas através de um processo de captura de cabeceira de rios há cerca de 12 
milhões de anos atrás. Os resultados confirmam a hipótese de que eventos de captura de 
cabeceiras na região do Arco de Ponta Grossa contribuíram para a diversidade de 
Isbrueckerichthys e moldaram a sua distribuição na bacia do rio Tibagi, e ainda, propõe a 
especiação incipiente entre I. saxicola e I. calvus nesta região. 
 




The evolution and distribution of Neotropical fish are strictly linked to geologic events of 
dispersion. An important mechanism that promote the species dispersion and the evolution of 
fishes is the event known as headwaters capture or river capture. This kind of geological events 
interconnects adjacent basins and isolate the ones that were previously connected, promoting at 
same time the isolation (vicariance) and the dispersion (geodispersion) of fish species. In 
Brazilian south/southeast regions geographical alterations promoted events of river capture and 
faunal interchange between coastal drainages and higher of the Brazilian crystalline shield. The 
genus Isbrueckerichthys (Loricariidae: Neoplecostominae) is endemic of Brazilian 
south/southeast, making them a key group to understand the evolutive effects of river capture 
events in these regions. The aim of this work was to infer patterns of geographic distribution and 
genetic diversity of Isbrueckerichthys in bordering regions of the Ponta Grossa Arch for the 
Ribeira de Iguape and Tibagi rivers basins. Also, to prospect the evolutionary history associated 
with geologic events of river capture in the group diversification. For this purpose, were 
performed molecular identification and species delimitation analysis of DNA barcoding and 
GMYC using cytochrome c oxidase subunit I. For the populational investigations were performed 
Analysis of Molecular Variance and diversity, phylogenetic and phylogeographical inferences, 
molecular clock, besides the population genetics index, as ΦST, haplotipic diversity, nucleotic 
diversity, haplotipic diversity, haplotipic network, Mantel Test and bayesian analysis of 
structuration. I. calvus and I. saxicola behaves as a single taxonomic category both in relation to 
K2P genetic divergence (1,32% ±0,022%), as in GMYC and phylogenetic inferences. 
Populational analysis shown a high haplotipic diversity (h) = 0,859 and nucleotic diversity (π) = 
0,05026. Mantel Test shown a strong positive correlation among geographic distribution and 
genetic diversity. Analysis also shown a scenario where the Isbrueckerichthys ancestral reaches 
the higher lands from the coastal Drainages through a river capture process about 12 million years 
ago. The results confirm the hypothesis that driver capture events in Ponta Grossa Arch region 
contributes for the diversity and shape their distribution in Tibagi river basin, and proposes the 
incipient speciation among I. saxicola e I. calvus in this region. 
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1.1 Filogeografia e eventos geológicos associados à dinâmica populacional na região 
neotropical 
 
 A ictiofauna da região neotropical é uma das que apresenta um dos maiores índices 
de biodiversidade do mundo, contando atualmente com mais de 4000 espécies descritas 
(REIS et al., 2003). No entanto, segundo algumas estimativas este número pode atingir 
até 8.000 espécies (SCHAEFER, 1998; VARI; MALABARBA, 1998). A razão para essa 
diversidade pode ser tanto ecológica quanto histórica, resultado de milhões de anos de 
evolução, desde a separação do supercontinente Gondwana até o presente.  
 A biogeografia é definida por Nelson (1985), como “a interrelação, ou síntese, da 
geologia e biologia”. A dificuldade dos biólogos em entender e sintetizar os processos 
geológicos e associá-los à distribuição e evolução das espécies constitui uma séria 
limitação para o conhecimento da biogeografia dos peixes neotropicais (NELSON, 1985). 
A biogeografia da ictiofauna da região Neotropical, no entanto, é pouco 
conhecida. De acordo com Vari e Weitzman (1990), os quatro fatores limitantes 
importantes para a biogeografia dos peixes de água doce da América do Sul são: 1) as 
escassas informações quanto à sistemática em nível de espécies 2) distribuição 
inadequada da informação para a maioria das espécies; 3) dados não existentes ou 
esparsos sobre a história filogenética da maioria dos táxons supra específicos; e 4) a 
dificuldade da associação de hipóteses filogenéticas com a história geológica do 
continente.  
 A maior parte da informação disponível sobre a biogeografia dos peixes de água 
doce neotropicais vem de dados filogenéticos derivados de estudos de revisão de alguns 
grupos particulares, em que o objetivo é estritamente focado em esclarecer as relações 
entre áreas de endemismo baseados em análises de cladograma de área (VARI, 1988; 
SCHAEFER, 1997; REIS, 1998; VARI; HAROLD, 2001; COSTA, 2001). Quando 
disponível, inferências geológicas nestes estudos foram baseadas em eventos geológicos 
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maiores e melhor compreendidos, como é o caso do soerguimento das cordilheiras dos 
Andes (RIBEIRO, 2006).  
 A placa continental sul-americana é definida como sendo a porção estável da placa 
da América do Sul não afetada pelas zonas orogênicas do Caribe e dos Andes (ALMEIDA 
et al., 2000). É formada pela Plataforma Brasileira e pela Plataforma Patagônica e as 
províncias estruturais da Plataforma Sul-americana são identificadas de acordo com sua 
origem como áreas cratônicas, cintos orogênicos antigos e bacias sedimentares 
(ALMEIDA et al., 1981). Durante as eras orogênicas, estas áreas comportaram-se como 
blocos rígidos, com cintos móveis se desenvolvendo ao redor deles. Quando erodidos e 
expostos, estes cratons são então chamados de escudos (PENHA, 1998). 
 As mesmas interações móveis entre placas que ocorrem hoje também ocorreram 
durante a maior parte da história geológica da Terra, durante os quais porções diferentes 
da atual América do Sul estavam envolvidos na amalgamação e quebra de diversos 
supercontinentes durante os ciclos orogênicos como os supercontinentes Atlântida 
(Paleoproterozoico), Rodinia (Mezoproterozoico), Gondwana Ocidental 
(Neoproterozoico) e Pangeia (Carbonífero) (CORDANI et al., 2000; SAENZ et al., 2003). 
 Associada com a estrutura principal e com as províncias sedimentares na 
Plataforma da América do Sul estão complexos sistemas de falhas, assim como um amplo 
sistema de vulcanismo extrusivo e intrusivo (THOMAZ-FILHO et al., 2000). Esta é uma 
herança da amalgamação continental durante os ciclos orogênicos e, concomitantemente, 
com relação ao processo de rifteamento relacionado à quebra do supercontinente 
precursor (o qual hoje constitui a porção referente a atual América do Sul) estava 
envolvido (THOMAZ-FILHO et al., 2000). Rifteamento e magmatismo associados à 
quebra do Gondwana são encontrados na maior parte das províncias tectônicas e 
sedimentares da Plataforma da América do Sul (THOMAZ-FILHO et al., 2000). 
 A imposição tectônica de paleodrenagens do escudo cristalino brasileiro é uma 
das mais importantes implicações para a biogeografia da biota aquática continental 
resultantes da história geológica e tectônica da América do Sul (RIBEIRO, 2006). De 
acordo com o modelo proposto por Cox (1989) a formação de um arco com centenas de 
quilômetros impôs um padrão de drenagem, com rios correndo do centro da deformação 
do megadomo. Este processo supostamente atuou em diversas porções das margens 
continentais da África e América do Sul, dando origem a seis megadomos (POTTER, 
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1997). Os padrões criados por essas áreas de soerguimento ainda são evidentes. A 
reativação Mesozoica resultou em padrões de drenagem em longas e sinuosas rotas 
através do escudo cristalino Brasileiro antes de descarregar suas águas no recém-aberto 
oceano Atlântico, para aqueles rios que evoluíram ao longo da borda destas deformações 
em arco (POTTER, 1997; RIBEIRO, 2006).   
 Com o final da reativação e a quebra completa do Gondwana teve início a história 
independente dos rios com influência atlântica na América do Sul. Estes rios formam uma 
série de bacias hidrográficas isoladas, conhecidas como Drenagens Costeiras do Leste do 
Brasil (do inglês, Coastal Drainages), com os sistemas hidrográficos primários sendo os 
rios Paraguaçu, Contas, Jequitinhonha, Doce, Paraíba do Sul, Ribeira de Iguape, Itajaí e 
Jacuí (RIBEIRO, 2006). Estas, além de outras diversas bacias menores, são separadas por 
paisagens escarpadas e montanhosas na margem leste do escudo cristalino Brasileiro 
(RIBEIRO, 2006).  
 A história do segmento da costa sudeste do continente sul-americano no pós-
Cretáceo é melhor compreendida quanto sua estrutura e composição. De acordo com 
Cobbold et al. (2001) a margem obliquamente rifteada do sudeste do Brasil é 
caracterizada por um contexto contrastante em relação à visão tradicional de margem 
Atlântica passiva do Brasil. Padrões de topografia e drenagens provêm evidências de 
soerguimentos recentes, blocos de falhas e capturas de rios, todos estes sendo 
sintomáticos de atividade tectônicas (COBBOLD et al., 2011).  
 Abel et al. (2008) por meio de uma análise sintética de endemismo de peixes, 
propuseram quatro ecorregiões para o sudeste brasileiro: a região costeira da bacia do rio 
Paraíba do Sul, do Ribeira de Iguape, e do sudeste da mata Atlântica, e o interior da região 
sudeste que engloba as bacias do Alto e Médio Paraná.  
 Para Ribeiro (2006) os eventos cladogenéticos em uma visão filogenética sugerem 
que os processos que ocorreram entre as regiões costeiras e o interior do escudo cristalino 
desenvolveram-se em longos períodos de tempo e ocorrem de, uma maneira geral, de 
forma repetitiva, dando origem a padrões de relações entre grupos-irmãos, porém com 
diferentes tempos de origem e com diferentes estágios de inclusividade, refletindo 
períodos de vicariância contínua. De uma forma intuitiva, como os padrões de relações 
filogenética possuem diferentes níveis de inclusividade em diferentes tempos de origem, 
as relações que incluem clados amplos, com nível subfamiliar ou familiar são os mais 
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antigos em relação aos eventos que incluem táxons mais próximos que são, teoricamente, 
mais recentes.   
Sendo assim, Ribeiro (2006) definiu três tipos de padrões de relações filogenéticas 
que representam os eventos cladogenéticos em diferentes tempos e representam diferentes 
graus de inclusividade entre táxons costeiros e do interior, sendo eles: Padrão A, que são 
os eventos mais antigos, e incluem relações mais amplas, sendo exemplificado pelas 
relações entre as subfamílias de Trichomycteridae, Trichogeninae e Copionodontinae e 
também pelo gênero Wertheimeira de Doradidae.   
Já o Padrão B, representa os eventos com uma história que apresentam 
intermediário grau de inclusividade, com relações filogenéticas, em geral, no nível de 
gênero, sendo exemplos as relações filogenéticas entre Scleromystax e Aspidoras (família 
Callichthydae), entre os gêneros Lignobrycon e Triportheus, ou entre Rhinelepsis e 
Poogonopoma wertheimeri. 
O Padrão C por sua vez representa os eventos vicariantes mais recentes entre as 
terras altas do escudo cristalino e as bacias adjacentes da região costeira. Como são os 
eventos mais recentes, o grau de inclusividade das relações filogenéticas, em geral, é no 
nível de espécies, e em alguns casos apresentam verdadeiras “zonas híbridas”. 
Os genomas das populações e espécies possuem assinaturas genéticas da história 
demográfica evolutiva, que quando reconstruída pode levar a insights de vários processos 
quanto à evolução e eventos genéticos populacionais. Estes processos podem ser 
correlacionados com eventos históricos, como alterações paleoclimáticas e outros fatores 
que moldaram a dinâmica populacional passada (DRUMMOND et al., 2005; CAMPOS 
et al. 2010; FINLAY et al., 2007; ATKINSON et al., 2008; STILLER et al., 2010). Essa 
história geológica e o padrão de evolução da paisagem do sul e sudeste brasileiro, 
portanto, tem grande efeito na distribuição e evolução das espécies incluídas nestas áreas 
geológicas.  
Os níveis de flutuação demográfica populacionais durante o tempo são uma das 
características que podem ser investigadas baseadas em eventos paleoclimáticos, 
geológicos e com base em suas assinaturas genéticas presentes nas populações recentes 
(DRUMMOND et al., 2005). Pybus et al. (2000) demonstraram uma série de abordagens 
para estimativas dos padrões históricos de flutuação do tamanho populacional, 
conhecidas como skyline plot, considerando a complexidade dos possíveis modelos 
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demográficos. Posteriormente, outros modelos baseados na premissa da técnica de skyline 
plot foram desenvolvidas, como Bayesian Skygrid (MININ et al., 2008) e extended 
bayesian skyline plot (DRUMMOND; RAMBAUT, 2007). 
 As técnicas que utilizam skyline plot baseiam-se, de uma maneira geral, na teoria 
da coalescência (KINGMAN, 1982). Neste modelo, as linhagens são rastreadas do 
presente até as gerações passadas, a partir de uma amostra de sequências, onde pares de 
sequências coalescem aleatoriamente até um ancestral comum. A reconstrução é então 
baseada na inferência da genealogia e do cálculo do tamanho efetivo populacional (i.e., o 
número de indivíduos que contribuem para a geração descendente) em diferentes níveis 
do tempo evolutivo da genealogia estimada (HO; SHAPIRO, 2011). 
 Quanto à escolha do número de loci a serem analisados e as particularidades das 
regiões, Ho e Shapiro (2011) sugeriram que as sequências devem ser obtidas de 
indivíduos amostrados randomicamente de uma população pan-mítica. As sequências 
devem ser ortólogas, não recombinantes e com evolução neutra. O número de loci pode 
ser variável, sendo que um único locus pode ser suficiente para algumas populações, 
enquanto outras necessitam de uma abordagem multi-loci (HELED; DRUMMOND, 
2008).  O aumento do número de loci, mesmo quando apenas locus único seja o suficiente, 
aumenta a sensibilidade para a detecção e análise de gargalos (bottlenecks) populacionais 
(HELED; DRUMMOND, 2008). 
O DNA mitocondrial possui particularidades que o tornam alvo para a escolha de 
loci para análises moleculares e populacionais, por exemplo, as análises de DNA Barcode. 
skyline plot, entre outras (HO; SHAPIRO, 2011). O DNA mitocondrial evolui em uma 
taxa mais acelerada que o DNA nuclear, o que lhe atribui maior número de diferenças e 
de sítios informativos (BROWN, 1982; WILSON et al., 1985; SACONNE et al., 1999). 
Além disso, de uma maneira geral, o genoma mitocondrial não sofre processos de 
recombinação. Finalmente, a herança uni-parental maternal do DNA mitocondrial 
reproduz a história evolutiva de uma maneira que não é influenciada caso os processos 






1.2 Loricariidae, Neoplecostominae, Isbrueckerichthys 
 
Loricariidae é uma família de peixes Neotropicais, a sua distribuição se dá ao 
longo da maior parte da região tropical. Suas espécies representantes ocorrem desde a 
Costa Rica até o sul da Argentina (REIS et al., 2003). Em quantidade é uma das maiores 
famílias entre os peixes neotropicais de água doce. Possui mais de 970 espécies 
reconhecidas (ESCHMEYER; FONG, 2018), com muitas espécies que ainda aguardam 
descrição (REIS et al., 2003; ESCHMEYER; FONG, 2018). 
Neoplecostominae é uma das seis subfamílias de Loricariidae, e inclui 37 espécies 
válidas (ESCHMEYER; FONG, 2018). Os indivíduos deste grupo apresentam uma forma 
anatômica que varia de pequeno a médio porte (ESCHMEYER; FONG, 2018). É 
atualmente subdividida nos gêneros Kronichthys, Isbrueckerichthys, Pareiohaphis, 
Pareiohina, Neoplecostomus e Pseudotocinclus (MONTOYA-BURGOS et al., 1998; 
ARMBRUSTER 2004; CHIACHIO et al. 2008).  
Espécies de Neoplecostominae são encontradas em rios e riachos de tamanho 
pequeno ou médio, com alta concentração de oxigênio, com água clara, profundidade de 
rasa a média (< 1 m de profundidade), correnteza de leve a moderada, com pedras soltas 
no fundo e substrato arenoso (LANGEANI, 1990; PEREIRA; REIS, 2002). O corpo dos 
loricarídeos é recoberto por placas dérmicas rígidas, motivo pelo qual são popularmente 
conhecidos como cascudos (do inglês - armored catfishes), e possuem a boca situada na 
região ventral do corpo, em forma de ventosa (REIS et al., 2003). 
Howes (1983) foi o primeiro a realizar uma análise cladística de dados 
osteológicos e miológicos, encontrando seis grupos monofiléticos para a família 
(Loricariinae, Hypoptomatinae, Hypostominae, Neoplecostominae, Lithogeninae e 
Chaestostominae). Posteriormente, Schaefer (1987), em análise cladística, também 
encontrou seis subfamílias em Loricariidae (Lithogeneinae, Neoplecostominae, 
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Ancistrinae e Hypostominae), justificando que 
Neoplecostominae é composta somente por Neoplecostomus. 
Montoya-Burgos et al. (1998) realizaram estudo filogenético de Loricariidae 
baseado em dados moleculares (sequências parciais de genes de rRNA 12S e 16S) e 
mostraram que Hemipsilichthys gobio era grupo irmão das demais espécies analisadas. 
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Além disso, estes autores demonstraram que Neoplecostomus era estritamente 
relacionada a Hemipsilichthys splender, Hemipsilichthys sp., Isbruckerichthys duseni, 
Kronichthys sp., Pseudotocinclus tietensis, Pareiorhina sp., e Hypoptopoma bilobatum 
(MONTOYA-BURGOS et al., 1998).  
Armbruster (2004) realizou um estudo compreensivo de loricarídeos e expandiu 
Neoplecostominae para incluir Hemipsilichthys (exceto H. gobio), Isbrueckerichthys, 
Kronichthys, Neoplecostomus, e Pareiohina, embora este grupo não tenha aparecido 
como um grupo monofilético na análise. 
A monofilia de Neoplecostominae é, portanto, bem suportada, assim como sua 
taxonomia e sistemática é bem estudada (ISBRUCKER, 1980; HOWES, 1983; 
SCHAEFER, 1987; MONTOYA-BURGOS et al., 1998; ARMBRUSTER, 2004; REIS 
et al., 2006; CHIACHIO et al., 2008; CRAMER et al., 2007, 2011). No entanto as relações 
evolutivas entre as espécies endêmicas do sul e sudeste brasileiro permanecem obscuras 
e pouca estudadas, devido à dificuldade na reconstrução dos processos hidrogeológicos 
que ocorrem nos Neotrópicos (RIBEIRO et al., 2006, ALBERT et al., 2011).  
Neoplecostominae é um grupo restrito ao sul e sudeste brasileiro. Por serem 
endêmicos a esta região particular, estas espécies tornam-se um grupo chave para a 
investigação de padrões biogeográficos e eventos históricos filogeográficos envolvendo 
a região geológica em questão, uma vez que sua história evolutiva está intimamente ligada 
à história evolutiva da paisagem. 
 
1.3 DNA Barcoding e análises moleculares 
 
 Umas das questões cruciais para o desenvolvimento de estudos filogeográficos é 
a correta delimitação de espécies para o grupo em foco (DE QUEIROZ, 2007). Em termos 
evolutivos gerais, as espécies podem ser consideradas como grupos de organismos que 
evoluem independentemente de outros grupos, e que posteriormente divergem em 
unidades morfológicas discretas e organizam-se em diferentes níveis de variação genética 
que podem ser observados em clados distintos (DE QUEIROZ, 2007).  
 Segundo Hebert et al. (2003), a identificação de espécies baseada estritamente na 
diagnose morfológica tem algumas limitações significativas: (1) a plasticidade fenotípica 
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e a variabilidade genética nos caracteres empregados para o reconhecimento e 
diferenciação de espécies pode levar a identificações incorretas; (2) a análise estritamente 
morfológica negligencia táxons crípticos que são comuns em muitos grupos 
(KNOWLTON, 1993; JARMAN; ELLIOTT, 2000); (3) as chaves de identificação 
morfológicas são, geralmente, aplicáveis a apenas um estágio de vida ou restritas a apenas 
um sexo; (4) e finalmente, o uso destas chaves taxonômicas requer um alto nível de 
experiência do taxonomista no grupo em questão, o que pode levar a um alto nível de 
diagnose errônea por demais pesquisadores.  
 Algumas vantagens para o uso do DNA mitocondrial, especificamente para um 
sistema padronizado de identificação molecular single locus são: o genoma mitocondrial 
não possui introns, tem taxa de recombinação limitada e possui um modo de herança 
haploide (SACCONE et al., 1999). Além disso, primers específicos e robustos também 
permitem a rotina de sequenciamento de segmentos específicos do genoma mitocondrial 
(FOLMER et al., 1994; SIMMONS; WELLER, 2001). Indels (inserções e deleções) no 
DNA mitocondrial são raros, uma vez que levam à mudança na estrutura de códons de 
leitura e acarretam em alterações em algum dos 13 genes codificadores de proteínas 
encontrados no genoma mitocondrial animal (SIMMONS; WELLER, 2001). 
 Por sua vez, dentre os diferentes genes codificadores do DNA mitocondrial 
animal, o gene citocromo c oxidase subunidade I (COI) possui características únicas que 
o tornam o melhor candidato para a padronização de um sistema de identificação 
molecular universal (FOLMER et al., 1994; ZHANG; HEWITT, 1997). Segundo  revisão 
de Hebert et al. (2003) entre as características que habilitam o COI estão: (i) a robustez e 
eficiência dos conjuntos de primers recuperando a porção 5’ em representantes da maioria 
dos animais, o que aumenta o grau de padronização dos fragmentos obtidos; (ii) o maior 
sinal filogenético, principalmente de eventos mais distantes, do COI com relação a 
qualquer outro gene mitocondrial; (iii) os nucleotídeos de terceira posição do COI 
apresentam uma alta incidência de substituição de bases, levando a uma taxa de evolução 
três vezes maior que a do DNAr 12S e 16S (KNOWLTON; WEIGHT, 1998); (iv) A taxa 
de evolução do COI é rápida o suficiente para discriminar não somente espécies 
diferentes, mas também grupos filogenéticos distintos dentro da mesma espécie (COX; 
HEBERT, 2001; CUNNINGHAM, 2001; FOLMER et al., 1994; HEBERT et al., 2003; 
KNOWLTON; WEIGHT, 1998; SIMMONS; WELLER, 2001; WARES; ZHANG; 
HEWITT, 1997).  
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Com base nessas premissas foi desenvolvido e descrito um sistema de 
identificação molecular através de “barcodes genéticos” (HEBERT et al., 2003), ou DNA 
barcoding. O DNA barcoding consiste em uma técnica de identificação de espécies 
através do sequenciamento e comparação de uma região de, aproximadamente, 650 pb do 
gene Citocromo c oxidase subunidade I (COI) (IVANOVA et al., 2007). O método é 
capaz de discriminar uma ampla variedade de animais a nível de espécies. A base teórica 
da técnica consiste de que a variação de sequências dentro de espécies é muito menor do 
que a variação de sequências comparadas entre espécies diferentes, sendo denominadas 
de divergência intra e interespecífica, respectivamente (HEBERT et al., 2004). 
 Estudos posteriores à padronização do DNA barcoding evidenciaram que para 
táxons mais bem estudados, como aves e peixes, a técnica permite identificações precisas 
em nível específico (KERR et al., 2007; TAVARES; BAKER, 2008; WARD et al., 2008).  
 A partir de então, bancos de dados e consórcios de acesso público, específicos 
para dados de barcoding, foram posteriormente desenvolvidos para permitir o acesso 
universal, a padronização e a comparação dos dados para identificação, como o 
Barcoding of Life Data Systems (BOLD systems) (RATSNASINGHAM; HEBERT, 
2007), FISH-BOL (específico para Peixes), entre outros.  
 Embora os valores de diferenciação intra e interespecífica possam apresentar um 
gap, a utilização de um padrão de valor de limite (do inglês - threshold limit) para 
delimitar espécies não previamente reconhecidas foi proposta por Hebert et al. (2003). 
Estes autores consideram, a média de 10 vezes de divergência intra x interespecífica para 
a determinação de um táxon (HEBERT et al., 2004). Porém, estes valores padrões podem 
subestimar espécies crípticas menos divergentes (HICKERSON et al., 2006) e aquelas 
que mostram menor diferenciação do COI do que espécies já previamente reconhecidas. 
Nesse sentido, os valores padrões limites para diferenciação de espécies devem 
ser investigados em níveis menores de abrangência e mais específicos para determinados 
grupos. Nesta abordagem e visando a padronização de valores de divergência para 
barcoding em grupos específicos, Ward (2009) analisou a eficácia da técnica em Peixes 
e Aves. 
Entre os peixes, por exemplo, Ward (2009) analisou dados de DNA barcoding 
referente a publicações envolvendo 1088 espécies. A proporção de ineficácia para 
identificação de espécies através do COI como marcador foi de apenas 2,1-2,5% (WARD, 
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2009). Comparando dados publicados para espécies de peixes e aves, este autor observou 
que valores de divergência são significativamente maiores para COI em relação a Aves e 
que valores de divergência acima de 2% provavelmente (probabilidade > 95%) 
demonstram tratar-se de espécies diferenciadas (em peixes) (WARD, 2009). Casos de 
indivíduos conespecíficos excedendo 3% de divergência foram mais notáveis em peixes 
do que em aves, porém com valores de ocorrência muito baixos (0,87% para Peixes e 
0,03% para Aves) (WARD, 2009). 
Ward (2009) encontrou exemplos de espécies de peixes que podem ser separadas 
por DNA barcoding utilizando COI como marcador, mas que mostraram algum tipo de 
compartilhamento de haplótipos. Estes exemplos podem surgir por eventos de 
hibridização passada, especiação recente, amostragem incompleta (incomplete haplotype 
sorting), e por identificação errônea (mislabelling). 
Ward (2009) descreveu que em algumas situações estes valores estimados não são 
apropriados, como por exemplo, para o caso das espécies de ciclídeos dos Lagos 
Africanos, que possuem origem recente e que culminou em mais de 500 espécies em 
aproximadamente 400.000 anos, sendo que a maior parte da diversificação ocorreu nos 
últimos 100.000 anos (VERHEYEN et al., 2003). Neste caso, por exemplo, espécies 
diferentes podem apresentar valores de divergência do COI nulos, e genes com taxas de 
evolução mais rápidas seriam necessários para a delimitação das espécies.  
 April et al. (2013) propuseram que indivíduos de peixes com valores de 
divergência genética acima de 2% são, geralmente, incompatíveis sexualmente. Embora 
os valores de divergência genética associados aos marcadores moleculares utilizados com 
o propósito de identificação molecular sejam padronizados para alguns organismos, é 
conhecido que alguns valores de limites para as divergências intra/interespecíficas são 
variáveis, e são influenciados pela variação na taxa de substituição de nucleotídeos entre 
as linhagens (BARRACLOUGH et al., 2009). 
Inferências evolutivas baseadas em dados single locus, como o DNA barcoding, 
possuem limitações, incluindo menor poder de detecção de eventos evolutivos 
independentes (KNOWLES; CARSTEN, 2007; DUPUIS et al., 2012). Outro problema é 
a possível discordância entre as árvores de espécies e as árvores dos genes (HAILER et 
al., 2012) e a falta de informação com relação a divergência adaptativa (WILL; 
RUBINOFF, 2004). Contudo, estudos com dados de locus único contém um registro 
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genético da história evolutiva (AVISE, 2009) e provêm informações úteis e confiáveis 
com relação aos padrões evolutivos de diversidade em grandes escalas (MONAGHAN et 
al., 2009). 
Partindo dessas premissas, diversos métodos de delimitação de espécies baseados 
em dados de locus único foram propostos. Um destes métodos, o GMYC (Generalized 
Mixes Yule-Coalescent) não leva em consideração simplesmente a distância genética e, 
nem necessita de hipóteses a priori de associações putativas de espécies, baseadas em 
taxonomia clássica (PONS et al., 2006).  
 O GMYC foi introduzido por Pons et al. (2006), e é um método desenhado para 
delimitar espécies usando dados de locus único, através de “evolução independente”, 
onde a premissa é que mutações que surgem em uma espécie não podem se espalhar 
imediatamente para outras espécies (TEMPLETON, 1989; BARRACLOUGH et al., 
2003; DE QUEIROZ et al., 2007). Neste caso, a evolução independente leva ao 
aparecimento de clusters genéticos distintos, separados por ramos internos mais longos 
















2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 
 
A intensa atividade tectônica e os eventos que ocorreram na formação geológica 
durante o realojamento dos continentes promoveram um intricado sistema de falhas, 
vulcanismo e cintos móveis entre as regiões do escudo cristalino brasileiro, nas porções 
mais altas do continente, com as regiões adjacentes das margens costeiras com influência 
do Oceano Atlântico. Essa intensa atividade geológica teve fundamental papel na moldura 
da paisagem, nos intrincados sistemas de paleodrenagem da região (através de eventos de 
captura de cabeceiras, por exemplo) e, consequentemente, na configuração atual de 
distribuição de espécies de peixes neotropicais e em sua história evolutiva. As espécies 
de peixes neotropicais que habitam a região possuem, em sua maioria, um alto grau de 
endemismo. O alto endemismo acontece, por exemplo, entre os representantes do gênero 
Isbrueckerichthys, os quais estão limitados às bacias do rio Ribeira de Iguape (costeira) e 
do rio Tibagi (Alto Paraná). Por serem estritamente endêmicas, e estarem confinadas em 
regiões que sofreram tais dinamismo geológicos, estas espécies tornam-se táxons chave 
para a investigação dos efeitos dos eventos geológicos, como captura de cabeceiras, na 
história evolutiva, relações filogenéticas e na atual distribuição do grupo. Os estudos com 
relação à biogeografia das espécies de peixes neotropicais associadas a eventos 
geológicos ainda é pouco investigada. Em Isbrueckerichthys, a taxonomia morfológica 
tradicional possui limitações com relação à identificação e delimitação das espécies, os 
dados citogenéticos disponíveis não possuem nível de resolução para a distinção entre as 
espécies, e os dados de identificação molecular ainda são escassos. Neste sentido, o 
presente estudo teve o objetivo de inferir a história evolutiva de Isbrueckerichthys em 
tributários na costa sul/sudeste brasileira e em rios de terras altas nos planaltos 
paranaenses, com base em eventos geológicos históricos, sobretudo nos eventos de 
captura de cabeceiras. Para isso foram realizadas análises de delimitação molecular de 
espécies para as cinco morfoespécies atualmente reconhecidas para o gênero. Foram 
realizadas também as análises filogenéticas, análises de filogenias calibradas no tempo e 
análises populacionais, considerando os níveis de estruturação populacional baseados na 






3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Coleta de material biológico  
 
 As coletas dos exemplares de Isbrueckerichthys foram realizadas usando um 
transecto através da distribuição geográfica das espécies entre as localidades do rio 
Ribeira de Iguape, até riachos pertencentes à Bacia do rio Tibagi, passando pela borda da 
região do Arco de Ponta Grossa (Figura 1). As localidades de coleta, os números de 
indivíduos (n) e os números de acesso (vouchers) estão resumidos na Tabela I. Os peixes 
foram coletados sob licença do Ministério do Meio Ambiente e Instituto Chico Mendes 
de Conservação da Biodiversidade (ICMBio/SISBIO: 15117-1). Todos os procedimentos 
foram realizados de acordo com a regulamentação do Comitê de Ética de Uso Animal da 
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo: 29/2016). Os espécimes foram 
fixados em formol 10% e estocados em álcool 70% para identificação e depósito na 
Coleção Ictiológica do Núcleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura 
(Nupélia) da Universidade Estadual de Maringá (Maringá, Paraná, Brasil).  
 
Figura 1. Mapa hidrológico do sul e sudeste brasileiro, com ênfase para o estado do 
Paraná, incluindo as localidades de coleta de cada espécies de Isbrueckerichthys. As cores 
diferentes representam a divisão geológica do estado do Paraná, com ênfase para a divisão 
entre o Primeiro (marrom claro) e Segundo Planalto (em marrom escuro), conhecido 
como Arco de Ponta Grossa (Escarpa Devoniana).  
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Tabela I. Localidades de coletas dos indivíduos de Isbrueckerichthys, identificação 
taxonômica α (morfológica) e os dados de geolocalização  




Localidade N Dados georreferenciados 
1 Isbrueckerichthys duseni 2376 Rio Açungui, Campo Largo 10 49°12′8,6″O 25°23′9,2″S 
2  2379    
3  2380    
4  2381    
5  2383    
6  2708 Ribeirão Areia, Itaiacoca  49°14′45,8″O 25°13′59,3″S 
7  2709    
8  2717    
9  2719    
10  2720    
11 Isbrueckerichthys saxicola 40261 Ribeirão Lindóia, Londrina 2 51°05′24,1″O 23°24′16,6″S 
12  40259    
13 Isbrueckerichthys sp. 2950 Rio Charqueada, Imbaú 5 50°21′18,8″O 24°48′58″S 
14  2951    
15  2952    
16  2953    
17  2961    
18 Isbrueckerichthys calvus 3555 Ribeirão Juruba, Apucarana 5 51°37′0,2″O 23°36′56,2″S 
19  3556    
20  3557    
21  29917    
22  29918    
 
3.2 Extração de DNA, amplificação e sequenciamento 
 
 A extração do DNA genômico foi realizadas a partir de amostras de tecido do 
fígado usando o método com CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) de (MURRAY; 
THOMPSON, 1980) com modificações ou, com o emprego do kit de extração Illustra 
Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kit – GE Healthcare, segundo as instruções do 
fabricante. As amostras de DNA foram suspensas em água miliQ e estocadas a 4 °C. 
Depois da extração, a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% e as 
amostras foram quantificadas usando espectrofotômetro Nanovue (GE Healthcare). 
Para a análise do fragmento mitocondrial foram amplificados fragmentos 
correspondentes à região Folmer (FOLMER et al., 1994, HEBERT et al., 2003) do gene 
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citocromo c oxidase subunidade I (COI ou COXI). A amplificação foi realizada utilizados 
os primers FISH_F1: 5’- TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ como forward 
e FISH_R1: 5’-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ como reverse (WARD et 
al., 2005). A reação de PCR consistiu de 1× Taq reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 
500 mM KCl), 40 μM dNTPs, 2 mM MgCl2, 2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, 
Carlsbad, USA), 0.2 μM primers e 100 ng mL-1 de amostra de DNA. O programa de PCR 
consistiu em um passo inicial de desnaturação a 95 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos 
com 3 passos, sendo o primeiro passo a 94 °C por 30 segundos, o segundo passo a 54 °C 
por 1 minuto para emparelhamento dos primers e o terceiro passo a 72 °C por 1 minuto, 
com um passo final de extensão a 72 °C por 10 minutos.  
O resultado da PCR foi verificado em gel de agarose a 1% pretendo bandas únicas 
entre 600 e 700 pares de bases.  Os produtos de PCR foram purificados usando o kit Gel 
Band Purification (GE Healthcare) seguindo as instruções do fabricante. Os produtos 
purificados foram submetidos a sequenciamento utilizando 60 ng/μL de produto de PCR 
e 10 pmol de cada primer, através de sequenciador ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems). 
 
3.3 Análises moleculares e populacionais 
 
Cada sequência foi analisada separadamente, alinhando as sequencias forward e 
reverse (complemento), sendo obtida uma sequência consenso, considerando a qualidade 
do eletroferograma e usando a ferramenta BLAST (BLASTn) do NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências foram verificadas para a possível 
ocorrência de erros de alinhamento ou stop codons internos. 
Além disso, sequências de COI de Isbrueckerichthys armazenadas em bancos de 
dados, como Genbank e BOLD (Barcode of Life Data Systems) foram selecionadas e 
incluídas na análise (Tabela II). Todas as sequências (as originais mais as mineradas) 
foram alinhadas usando o software ClustalW (LARKIN et al., 2007) em modo default. 
 O alinhamento foi submetido a um teste para identificação do melhor modelo 
evolutivo de substituição de nucleotídeos no JModeltest (DARRIBA et al., 2012), usando 
o critério de Informação de Akaike corrigido (AICc) (BOZDOGAN, 1987).  
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A matriz de alinhamento foi submetida a investigação de estatísticas moleculares 
no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Inferências de índices de distância genética e árvores 
de neighbor-joining, usando 1000 replicações de bootstrap, foram realizadas no MEGA7 
(KUMAR et al., 2016), utilizando o melhor modelo evolutivo de substituição previamente 
estabelecido.  
As análises filogenéticas de máxima verossimilhança foram realizadas utilizando 
o programa PhyML (GUINDON et al., 2010). Os valores de bootstrap foram utilizados 
para o suporte de ramo (FELSENSTEIN, 1985). 
Árvores ultramétricas foram inferidas usando o relógio molecular relaxado e não 
correlacionado (uncorrelated relaxed clock), com distribuição lognormal, as taxas de 
evolução foram consideradas não ligadas, com distribuição lognormal entre as linhagens. 
As árvores ultramétricas usando o priors para Yule, Birth and Death e Coalescent foram 
inferidas no software BEAST v.1.8.4. (DRUMMOND et al., 2012). Cada análise, 
considerando os diferentes priors foram obtidas independentemente, usando 100.000.000 
de gerações de Monte Carlo via Cadeias de Markov (Markov Chains of Monte Carlo). 
Estatísticas de probabilidade marginal foram estimadas para cada um dos priors 
independentemente no software Tracer v.1.6. (RAMBAUT et al., 2014) e TreeAnotator. 
Para cada árvore os valores de burn-in apropriados foram considerados, descartando as 
gerações antes da cadeia atingir a fase assíntota. As árvores foram sumarizadas   
utilizando critério de credibilidade máxima de clado (maximum clade credibility) para a 
topologia com uma medida credibilidade dos ramos com o TreeAnnotator v.1.8.4. 
(DRUMMOND et al., 2012).  
Os softwares acessórios Tracer e TreeAnotator foram utilizados para se analisar 
as estatísticas de estabilidade de cadeia e tamanho efetivo populacional (efective sample 
size – ESS) e a taxa de burn-in estipulada foi de 10%. 
A investigação da delimitação de espécie através de GMYC (Generalized Mixed 
Yule-Coalescent) foi realizada utilizando o pacote R R Core Team (2013) usando o pacote 
SPLITS (SPecies LImits by Threshold Statistics) (http://r-forge.r-project. 
org/projects/splits).    
Para as análises populacionais foram estimados os valores de diversidade 
haplotípica (h), diversidade nucleotídica (π) e fluxo gênico no DNAsp (ROZAS et al., 
2017). Valores de estatísticas ΦST (HOLSINGER; WEIR, 2009) e Análises de Variância 
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Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) foram obtidas no software Arlequin 
(EXCOFFIER; LISCHER, 2015). 
Análises de estruturação bayesianas das sequências assumindo uma estruturação 
baseada no modelo geológico foram realizadas utilizando o programa STRUCTURE 
(PRITCHARD, 2010). Redes haplotípicas foram construídas utilizando o critério de 
median-joining no software NETWORK  (http://www.fluxus-engineering.com) e PopArt 
(LEIGH; BRYANT, 2015). A correlação entre a distribuição geográfica e a distância 
genética entre as sequências foi obtida do software Alleles in Space (MILLER, 2005). 
Também foi realizada uma análise de Bayesian Skyline Plot (BSP) (DRUMMOND et al., 
2005) utilizando o BEAST. 
Uma filogenia calibrada no tempo geológico foi construída utilizando a inferência 
Bayesiana com o prior que apresentou melhor resultado no teste de comparação de 
modelos, usando programa BEAST (DRUMMOND et al., 2012), com relógio no modelo 
“relaxado não correlacionado” (DRUMMOND et al., 2006). Foram utilizadas 
100.000.000 de gerações de Monte Carlo via Cadeias de Markov. Uma árvore consenso 
foi obtida a cada 1000 gerações, e a topologia final representa um consenso de todas as 
árvores amostradas.  
Para a calibração de tempo foram utilizadas três tempos de calibração diferentes 
com a adição de Otocinclus vittatus com uma idade de aproximadamente 49.9 milhões de 
anos, Pareiohina carrancas com aproximadamente 45.9 milhões de anos e Kronickthys 
heylandi com aproximadamente 13.0 milhões de anos, baseado nas análises prévias de 










Tabela II. Tabela contendo as sequências de COI mineradas de bancos de dados e seus 
respectivos números de acesso  
# Espécies (α taxonomia) Número de acesso Origem 
1 I. alipionis BOLD ANGF8438-12 2 BOLD systems 
2  BOLD MCP 44226 BOLD systems 
3  BOLD GBGCA326-10 2 BOLD systems 
4  BOLD LBP7373 BOLD systems 
5 I. epakmos BOLD ANGBF8379-12 2 BOLD systems 
6  BOLD GBGCA331-10 2 BOLD systems 
7  BOLD LB7385 1 BOLD systems 
8 I. duseni BOLD ANGBF8437-12 2 BOLD systems 
9 I. saxicola BOLD LBP-29763 BOLD systems 
10  BOLD LBP-29995 BOLD systems 
11  BOLD LBP-29996 BOLD systems 
12  BOLD LBP-29764 BOLD systems 
13  BOLD LBP-40263 BOLD systems 
14  BOLD LBP-40260 BOLD systems 
15  BOLD LBP-29994 BOLD systems 
16  BOLD LBP-40261 BOLD systems 
17  BOLD LBP-40259 BOLD systems 
18  BOLD LBP-29767 BOLD systems 
19 I. calvus BOLD ANFGBF8380-12 1 BOLD systems 
20  BOLD GBGCA330-10 1 BOLD systems 
















4. Resultados  
 
 
 Os resultados estão organizados em capítulos referentes aos artigos científicos (já 
formatados nas normas das revistas): 
 
4.1. Capítulo 1: Análise de DNA barcoding revela uma discordância entre a 
identificação morfológica e molecular de espécies de Isbrueckerichthys 
(Siluriformes: Loricariidae)  
 
4.2. Capítulo 2: Filogeografia molecular de Isbrueckerichthys (Siluriformes: 










































Análise de DNA barcoding revela uma discordância entre a identificação 
morfológica e molecular de espécies de Isbrueckerichthys (Siluriformes: 
Loricariidae) 
 
RESUMO   
 
Isbrueckerichthys foi proposto por Derijst (1996) inicialmente com três espécies: 
Isbrueckerichthys duseni, Isbrueckerichthys alipionis e Isbrueckerichthys epakmos, 
limitados à bacia do Rio Ribeira de Iguape nas regiões costeiras do Atlântico. 
Posteriormente, duas espécies distribuídas nas porções mais altas das bacias do Alto 
Paraná (Bacia do Rio Tibagi) foram descritas: Isbrueckerichthys saxicola e 
Isbrueckerichthys calvus. Neste estudo foram realizadas análises de identificação 
molecular destas espécies comparadas com identificações morfológicas (alfa taxonomia 
x beta taxonomia). I. saxicola e I. calvus apresentam uma distância genética K2P abaixo 
de 2% (1,32% ±0,022%) e podem ser consideradas em um como sendo a mesma categoria 
taxonômica. I. saxicola e I. calvus se agrupam em um mesmo ramo nas árvores 
filogenética inferidas através de análise bayesiana. A análise de Generalized Mixed Yule-
Coalescent (GMYC) também recomenda que I. calvus e I. saxicola representam a mesma 
espécie. Todas estas evidências não oferecem suporte à existência de I. calvus com o 
status taxonômico de espécies e sugerem a sinonímia de I. calvus como I. saxicola. Esta 
inconsistência no suporte de I. calvus pode ter se originado dos caracteres morfológicos 
utilizados para a discriminação e diferenciação das duas espécies são sutis e com alto grau 
de homoplasia como, por exemplo, o número de odontódeos nas placas abdominais. Ou 
ainda pode ser atribuída à diversificação recente, ao processo de incomplete lineage 
sorting ou à falta de divergência. Análises integrativas com relação a outros caracteres 
podem ser necessárias, uma vez que a presente análise representa uma abordagem de 
locus único.  








Isbrueckerichthys were first proposed by Derijst (1996), describing three species: 
Isbrueckerichthys duseni, Isbrueckerichthys alipionis and Isbrueckerichthys epakmos 
from the Ribeira de Iguape basin in lowlands of the Atlantic costal basins. Posteriorly two 
species occurring in the uplands of the Upper Paraná river drainage (Tibagi basin) were 
described: Isbrueckerichthys saxicola and Isbrueckerichthys calvus. For this purpose, we 
compared chromosomal markers and sequences of COI region associate with barcoding 
molecular identification to investigate the molecular identities of the species occurring in 
the inlands of Upper Paraná basin (i.e., I. saxicola and I. calvus) an its species validation. 
The chromosomal data no show differences among I. duseni, I. saxicola and I. calvus, 
corroborating to hypothesis of recent diversification of the group. Our data show also that 
I. saxicola and I. calvus grouping in phylogenetic trees and, shown a genetic distance of 
1,32% (±0,0022) a value below 2 %, a threshold established for fishes, indicating an 
incongruence between morphological and molecular species delimitation procedures for 
Isbrueckerichthys. These two species were described based only considering 
morphological differences like the number of odontodes in abdominal platelets, among 
others, and no molecular evidence were inferred until the present. However, the 
discordance between molecular and morphological species may due to recent 
diversification of these and processes of incomplete lineage sorting or lacking divergence. 
Integrative analysis regarding other characters may be helpful, once the molecular data 
presented here considered a single locus approach and put I. calvus in synonym to I. 
saxicola. 
 











 Limitações de sistemas de identificação baseados unicamente em morfologia 
levam à necessidade de novas abordagens para o reconhecimento de táxons. A primeira 
destas limitações de um sistema baseado exclusivamente em morfologia é a plasticidade 
fenotípica e a variabilidade genética nos caracteres que podem levar a identificações 
errôneas  (HEBERT et al., 2003). Um sistema baseado estritamente na morfologia leva à 
subestimação da diversidade de espécies crípticas, as quais são comuns em muitos grupos 
(KNOWLTON, 1993, JARMAN; ELLIOTT, 2000; HEBERT et al., 2003). Além disso, 
os sistemas morfológicos são, geralmente, restritos a  apenas um estágio de vida ou 
específico a um sexo, o que dificulta a identificação de indivíduos que estão fora dessas 
caraterísticas (HEBERT et al., 2003). 
 Nas últimas décadas, com o avanço de técnicas moleculares e no processo de 
sequenciamento de DNA, diversos marcadores moleculares, como por exemplo, 
sequências do DNA mitocondrial (mtDNA) foram combinados com metodologias 
morfológicas para a identificação de espécies e para o reconhecimento da biodiversidade 
(BICKFORD et al., 2007). Hebert et al. (2003) propuseram uma metodologia conhecida 
como DNA barcoding, que estabelece e padroniza um método efetivo e rápido para a 
identificação de espécies utilizando sequências de DNA. Estudos realizados até o 
momento mostram uma alta taxa de resolução de identificação molecular usando a técnica 
de DNA barcoding para diferentes organismos (HEBERT et al., 2003; WARD et al., 
2005).  
 Para os animais, o mtDNA melhor se adequa em relação ao DNA nuclear (nDNA) 
aos propósitos de identificação molecular através da técnica de DNA barcoding. Esta 
melhor adequação se dá, de maneiras gerais, ao fato do mtDNA não possuir introns, 
apresentar taxa limitada ou não possuir eventos de recombinação, e deter herança 
haploide (SACCONE et al., 1999). Dentre os genes mitocondriais, o gene para citocromo 
c oxidase subunidade I (COI ou COX1) é um destaque para o uso em identificação 
molecular (IVANOVA, 2007; WARD et al., 2005). O COI apresenta uma taxa alta de 
sinal filogenético e possui primers universais que amplificam a região para uma ampla 
gama de diferentes organismos (FOLMER et al., 1994; IVANOVA, 2007; WARD et al., 
2005) , tornando-o um excelente marcador a nível específico.  
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 Estudos prévios estipulam parâmetros para valores de padronização quanto a 
divergência genética para marcadores moleculares utilizados na identificação molecular 
de espécies. Para vários autores, a divergência interespecífica deve ser dez vezes maior 
do que a divergência intraespecífica para a validação do táxon (HEBERT et al., 2004; 
WARD, 2009). Em peixes foi proposto,  que espécimes estritamente relacionadas com 
distância genética acima 2% provavelmente pertencem a espécies diferentes (WARD, 
2009). April et al. (2013) propuseram que indivíduos com  valores de divergência genética 
acima de 2% são, geralmente, incompatíveis sexualmente. Embora os valores de 
divergência genética associados aos marcadores moleculares utilizados com o propósito 
de identificação molecular sejam padronizados para alguns organismos, é conhecido que 
alguns valores de limítrofes para as divergências intra/interespecíficas são variáveis, e são 
influenciados pela variação pela variação na taxa de substituição de nucleotídeos entre as 
linhagens (BARRACLOUGH et al., 2009).  
 Novas abordagens para a delimitação do número de espécies baseados em uma 
análise single locus, além da diversidade genética, foram desenvolvidos nas últimas 
décadas. Um exemplo é a técnica de Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC) 
(PONS et al., 2006). Este método tem se destacado na delimitação de espécies em análises 
de dados provenientes de single locus, e foi também utilizado em estudos filogenéticos e 
de reconhecimento de diversidade em diferentes grupos pouco conhecidos de organismos 
(BARRACLOUGH et al., 2009, MONAGHAN et al., 2009, MARSHALL et al., 2011, 
VUATAZ et al., 2011, ROXO et al., 2015). O método de GMYC considera as premissas 
que as mutações ocorrem independentemente e, estas mutações que surgem em uma 
espécie não podem se propagar imediatamente para outra (DE QUEIROZ, 2007). 
Abordagens integrativas representam uma estratégia para se investigar questões em que 
dados de origem única revelam-se menos conclusivos do que aqueles baseados em dados 
de origem diversas para se detectar a riqueza de espécies dentro de táxons supostamente 
homogêneos (PADIAL et al., 2010; SCHLICK-STEINER et al., 2010, GRKOVIĆ et al. 
2017). Recentemente, alguns estudos utilizaram-se da junção de dados moleculares com 
análises citogenéticas para delimitação de espécies em peixes neotropicais (SANTOS et 
al., 2019; do NASCIMENTO et al., 2018).  
 Isbrueckerichthys (Loricariidae: Siluriformes) reúne espécies de pequeno porte de 
cascudos (armored catfishes) e é distinto de táxon irmão Neoplecostomus por uma junção 
de caracteres morfológicos diagnósticos (DERIJST, 1996). A primeira descrição das 
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espécies ocorreu nos planaltos costeiros do Atlântico, restritos à bacia do Rio Ribeira de 
Iguape, sendo elas: Isbrueckerichthys duseni, Isbrueckerichthys alipionis e 
Isbrueckerichthys epakmos. Posteriormente, Jerep et al. (2006) descreveram duas 
espécies nos planaltos das terras mais altas do escudo cristalino brasileiro associados à 
bacia do Rio Tibagi, pertencente a bacia do Alto Rio Paraná: Isbrueckerichthys saxicola 
e Isbrueckerichthys calvus. No entanto, estas duas espécies possuem poucos e sutis 
caracteres, que podem gerar identificações errôneas entre I. saxicola e I. calvus. São 
ausentes as análises de delimitação molecular de espécies para Isbrueckerichthys e 
descrições citogenéticas são restritas para I. duseni, que possui 2n=54 cromossomos 
(20m+20sm+14st), com poucos blocos heterocromáticos e sintenia entre os sítios de 5S 
e 45S rDNA (ZIEMNICZAK et al., 2012). 
 Devido à problemática relacionada ao reconhecimento a nível específico de 
diferenciação entre I. saxicola e I. calvus, ambas distribuídas em diferentes subafluentes 
da bacia do Rio Tibagi, o objetivo deste trabalho foi investigar a delimitação de espécies 
















MATERIAL E MÉTODOS 
 
Coleta das amostras 
 
 As espécies de Isbrueckerichthys foram coletadas na área de distribuição 
geográfica limítrofe ao Arco de Ponta Grossa, nos rios costeiros pertencentes à bacia do 
Rio Ribeira de Iguape e nos riachos pertencentes à Bacia do Rio Tibagi das terras “altas” 
pertencentes ao escudo cristalino (Alto Paraná). As coletas foram realizadas priorizando 
rios de profundidade de média a rasa, com alta concentração de oxigênio, com correnteza 
de leve a moderada e com pedras soltas no fundo. Os peixes foram coletados sob licenças 
do Ministério do Meio Ambiente e do Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade (ICMBio/SISBIO: 15117-1).  A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de 
Ética de Uso Animal (Processo CEUA 028/2016) da Universidade Estadual de Ponta 
Grossa. As amostras foram fotografadas e depositadas no Núcleo de Pesquisa em 
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPÉLIA) da Universidade Estadual de Maringá 
(UEM), Paraná, Brasil. 
 
Extração de DNA e sequenciamento 
 
 A extração de DNA genômico foi realizada através de amostras do fígado usando 
o método com CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) de (MURRAY; THOMPSON, 
1980). Depois da extração, a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% e 
as amostras foram quantificadas usando espectrofotômetro Nanovue (GE Healthcare). O 
DNA genômico foi utilizado para amplificação de fragmentos do COI utilizando os 
primers FISHF1 e FISHR1 (WARD et al., 2005). A reação de PCR consistiu de 1× Taq 
reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl), 40 μM dNTPs, 2 mM MgCl2, 2 U 
de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 0.2 μM primers e 100 ng mL-1 de 
amostra de DNA. O programa de amplificação consistiu de um passo inicial de 
desnaturação por 2 minutos a 94  °C, seguidos de 35 ciclos com 3 passos sendo o primeiro 
a 94 °C por 30 s, o Segundo a 54 °C por 1 minuto, e o terceiro a 72 °C por 1 minuto e um 
passo final de extensão a 72 °C por 10 minutos. O resultado da PCR foi verificado em 
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eletroforese em gel de agarose a 1% onde bandas únicas entre 600 e 700 pares de base 
foram observadas.  Os produtos de PCR foram purificados usando o kit Gel Band 
Purification Kit (GE Healthcare) seguindo as instruções do fabricante. Os produtos 
purificados foram submetidos a sequenciamento usando sequenciador ABI-Prism 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
 
Análises moleculares de identificação e delimitação de espécies 
 
 Sequências de COI de Isbrueckerichthys disponíveis em bancos de dados, como 
Genbank e BOLD (Barcode of Life Data Systems) foram minerados e incluídos na análise. 
Todas as sequências foram alinhadas usando o software ClustalW (LARKIN et al., 2007), 
com parâmetros em modo default. O alinhamento foi inspecionado manualmente para a 
existência de inserções, deleções ou stop codons internos. O alinhamento foi submetido 
a investigação de estatísticas moleculares e para a procura do melhor modelo evolutivo 
de substituição de nucleotídeos no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Índices de distância 
genética e árvores de neighbor-joinig, usando 1000 replicações de bootstrap, foram 
realizadas no MEGA7 (KUMAR et al., 2016) aplicando o melhor modelo evolutivo de 
substituição previamente estabelecido. Todas as sequências obtidas neste estudo estão 
resumidas na Tabela I, e as sequências mineiradas estão resumidas na Tabela II. 
As sequências de COI obtidas originalmente para este estudo foram submetidas à 
identificação por DNA barcoding na ferramenta de identificação no BOLD 
(http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_IdentificationRequest), através do 
alinhamento global entre as sequências alvo e as sequências depositadas no banco de 
dados. 
Árvores ultramétricas foram inferidas usando o relógio molecular relaxado e não 
correlacionado (relaxed random molecular clock) com distribuição lognormal. As taxas 
de evolução foram consideradas não ligadas, com distribuição lognormal entre as 
linhagens. As árvores ultramétricas usando o priors para Yule, Birth and Death e 
Coalescent foram inferidas no software BEAST v.1.8.4. (DRUMMOND et al., 2012). 
Cada análise, considerando os diferentes priors foram obtidos independente, usando 
100.000.000 de gerações de Monte Carlo via Cadeias de Markov (Markov Chains of 
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Monte Carlo). Estatísticas de probabilidade marginal foram estimadas para cada um dos 
priors independentemente no software Tracer v.1.6. (RAMBAUT et al., 2014) e 
TreeAnotator. Para cada árvore os valores de burn-in apropriados foram considerados, 
descartando as gerações antes da cadeia atingir a fase assíntota. As árvores foram 
sumarizadas utilizando critério de credibilidade máxima de clado (maximum clade 
credibility) para a topologia com uma medida credibilidade dos ramos com o s v.1.8.4. 
(DRUMMOND et al., 2012). Para a investigação de GMYC foram realizadas análises 
utilizando o pacote R R Core Team (2013) usando o pacote SPLITS (SPecies LImits by 























 O alinhamento final contendo 43 sequências para as quatro espécies de 
Isbrueckerichthys contém 478 pares de base onde 132 sítios foram informativos para 
parcimônia e 255 invariáveis. O melhor modelo evolutivo de substituição encontrado foi 
o de K2P (KIMURA, 1980) com distribuição gama, com valor de Critério de Correção 
de Akaike corrigido (Akaike Information Criterion corrected) de 6100.4494. A 
divergência genética de K2P variou de 1,32% (±0,022%) até 8,05% (±0,091%) (Tabela 
III). Considerando apenas I. calvus e I. saxicola a divergência genética observada foi de 
1,32% (±0,022%) (Tabela III). As árvores de neighbor-joining e bayesianas (consenso) 
sugerem a monofilia de Isbrueckerichthys com base no conjunto escolhido como grupo 
externo (Pareiohina carrancas, Hypostomus paulinus e Neoplecostomus microps) 
(Figuras 2 e 3). As sequências não apresentaram inserções, deleções ou stop codons no 
seu interior. A frequência nucleotídica foi de 25% tanto para A, C, T quanto para G. O 
fator de Bayes para a árvore usando o prior de Yule foi de -1925.93 (±1.28), para Birth 
and Death foi de -2140.3054 (±1.25) e para o processo Coalescent foi de -1984.62 
(±1.08). O teste de comparação do modelo no Tracer mostra que o melhor modelo entre 
os três diferente priors foi o modelo Birth and Death com valor de AICM de 3501.41 
(±0,053). Todos os valores para os tamanhos efetivos populacionais (ESS) para todas as 
análises apresentaram valores acima de 200.  
 Os resultados de identificação molecular β, obtidos através da ferramenta de 
identificação por similaridade no BOLD systems, confrontados com a identificação 
morfológica α estão resumidos na Tabela IV. Para Isbrueckerichthys duseni, 
Isbrueckerichthys calvus e Isbrueckerichthys saxicola todas as identificações 
morfológicas α são congruentes com os resultados para a identificação molecular β. Os 
indivíduos identificados morfologicamente como Isbrueckerichthys sp. do Rio 
Charqueada foram identificados molecularmente como Isbrueckerichthys 
calvus/saxicola. 
 A análise de neighbor-joining e bayesiana evidenciou que Isbrueckerichthys 
duseni formaram um clado distinto com uma divisão entre exemplares do ribeirão Areia 
(Itaiacoca) e; outro com indivíduos do rio Açungui (Campo Largo). Em outro clado 
indivíduos de I. saxicola e I. calvus mostraram uma mistura tanto nas topologias de 
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neighbor-joining, usando as distâncias genéticas a priori, e as topologias das análises 




























 Os representantes de Isbrueckerichthys são identificados por poucos e sutis 
caracteres morfológicos (PEREIRA e OYAKAWA, 2003; JEREP et al., 2006) e este fator 
leva a questionamentos sobre as unidades como espécies. A diversidade genética 
evidenciada neste estudo demonstrou uma distância genética K2P baixa, em torno de 2-
3% entre as espécies I. epakmos, I. duseni, I. saxicola e I. calvus. A exceção ficou para I. 
alipionis, a qual detém distância genética K2P ~8% em relação aos congêneres. 
Entretanto, quando considerado apenas I. saxicola e I. calvus, a distância genética foi de 
1,32% (±0,22%), abaixo do valor limite de divergência de 2% para delimitação de 
espécies para peixes proposto por Ward (2009). Alguns peixes neotropicais já foram 
demonstrados serem entidades taxonômicas distintas com distâncias genéticas inferiores 
a 2%, porém, com os representantes da unidade agrupados em ramos reciprocamente 
monofiléticos (BELLAFRONTE et al., 2013). No presente estudo I. saxicola e I. calvus, 
além da baixa divergência genética são estreitamente relacionadas e agrupam-se em um 
único ramo monofilético tanto nas árvores de neighbor-joining quanto na de inferência 
bayesiana, indicando um provável fluxo gênico entre seus representantes nos diferentes 
tributários da bacia do rio Tibagi.  
 Isbrueckerichthys saxicola e Isbrueckerichthys calvus foram descritos na bacia do 
rio Tibagi por Jerep et al. (2006), e são diferenciados dos demais congêneres por 
caracteres morfológicos: dentes bicúspides, odontódeos hipertrofiados e espinho mais 
longo na nadadeira peitoral. Já as diferenças morfológicas diagnósticas entre I. calvus e 
I. saxicola são: (i) o número de odontódeos nas plaquetas abdominais, onde são 
encontrados um número ≥ 6 para I. saxicola e ≤ 5 I. calvus; (ii) pela presença/ausência de 
uma área achatada na porção inferior das duas primeiras placas da linha lateral e; (iii) 
pelo grau de exposição do cleithrum e pelo grau de convexidade e exposição do plano 
supraoccipital. Embora a descrição de Jerep et al. (2006) seja bem detalhada, a 
divergência morfológica não é acompanhada por uma divergência genética capaz de dar 
sustentação para a divisão dos táxons.  
Em um outro estudo, uma análise citotaxonômica utilizando marcadores 
citogenéticos mostrou que as espécies de I. duseni, I. saxicola, I. calvus possuem 
estruturas cromossômicas similares, com pequenas variações nas fórmulas cariotípicas e 
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na distribuição dos blocos heterocromáticos, (BARROS, 2016). Os dados obtidos por 
Barros (2016) não foram resolutivos para a delimitação e identificação destas espécies, o 
que poderia, em parte, ser explicado pelo baixo nível de variação em marcadores 
cromossômicos de espécies que diversificaram recentemente. 
 Assim como na análise do valor limítrofe de divergência genética, a análise de 
GMYC também aponta para a evidência de que, no âmbito molecular, I. calvus e I. 
saxicola pertencem à mesma categoria taxonômica (LR test. 0.01887004; threshold time: 
-4, 9 ML clusters, 5-10, e 11 entidades ML). Ribeiro (2006) propôs a ocorrência de fauna 
inclusiva, i.e., a mistura de fauna entre as bacias adjacentes com influência costeira, como 
o Rio Ribeira de Iguape, e os de terras elevadas como o Rio Tibagi, devido a eventos 
geológicos pretéritos e captura de cabeceiras de rios. Representantes de 
Neoplecostominae detém características de habitar cabeceiras de rios e apresentam baixa 
vagilidade, o que os tornam alvos durante eventos de capturas de rios. Nesta mesma via, 
alguns estudos consideram a ocorrência de espécies que divergiram recentemente no 
sistema hidrográfico do Alto Rio Paraná a partir da representantes da bacia costeira, como 
é o caso de Isbrueckerichthys ocorrentes no rio Tibagi (ROXO et al., 2012, 2014). Nosso 
conjunto de dados mostra um único ramo monofilético contendo uma mistura dos táxons 
nominais I. calvus e I. saxicola e, sugerem fluxo gênico entres estes representantes ao 
longo dos tributários no rio Tibagi. 
O conjunto de dados obtidos para I. calvus e I. saxicola neste estudo pode indicar 
um estágio intermediário de especiação (especiação incipiente) devido ao curto período 
de tempo para a diversificação, após a linhagem dispersar para a bacia do rio Tibagi, 
estimada em cerca de 8-12 milhões de anos (ROXO et al., 2012, 2014). A proposição de 
sinonímia entre I. calvus e I. saxicola ganha reforço nos dados das análises integrativas 
para as espécies I. alipionis, I. epakmos e I. duseni. Estas espécies, embora simpátricas à 
bacia do rio Ribeira de Iguape (PEREIRA; OYAKAWA, 2003), demonstraram 
delimitação molecular compatível com táxons válidos. 
 Análises integrativas entre investigações morfológicas e moleculares devem ser 
levadas em conta para estudos de delimitação de espécies, uma vez que representam 
abordagens complementares que podem ser úteis para a filogenia, sistemática, evolução 
e filogeografia do grupo. Respostas dicotômicas para grupos com diversificação recente 
ainda são um desafio para a taxonomia integrativa. Isbrueckerichthys ocorrentes no Alto 
Paraná tem uma proposta para sua origem pela dispersão através de eventos de captura 
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de cabeceiras entre as regiões costeiras e as regiões mais elevadas da borda do escudo 
cristalino (RIBEIRO, 2006, ROXO et al,. 2012, 2014). Esta proposta ganha força pela 
baixa divergência cromossômica e molecular entre espécies de I. duseni das regiões 
costeiras e seus pares, I. saxicola e I. calvus, que ocorrem nas porções elevadas do escudo 
cristalino associado à bacia do Rio Tibagi. As análises moleculares deste estudo 
demonstram espaço de tempo relativamente curto para divergência e não sustentam a 
ocorrência da espécie morfológica I. calvus, que pode corresponder ao sinônimo júnior I. 
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Tabela III. Tabela contendo as distâncias genéticas entre os grupos de Isbrueckerichthys 
e o desvio padrão usando o modelo evolutivo de substituição K2P+G. 
 






























































Tabela IV. Resumo das identificações morfológicas α confrontadas com as identificações 
moleculares β, obtidas na ferramenta de identificação por similaridade do BOLD systems, 
com a porcentagem de identificação e similaridade de cada identificação. 
Número de acesso 
(voucher) 
Identificação 





2376 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.59 
2379 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.79 
2380 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.49 
2381 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.49 
2383 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 97.7 97.74 
2708 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.79 
2709 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.79 
2717 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 98.9 98.90 
2719 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 99.38 
2720 Isbrueckerichthys duseni Isbrueckerichthys duseni 100 100 
40261 Isbrueckerichthys saxicola NO MATCH NO MATCH NO MATCH 
40259 Isbrueckerichthys saxicola NO MATCH NO MATCH NO MATCH 
2950 Isbrueckerichthys sp. Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 99.83 
2951 Isbrueckerichthys sp. Isbrueckerichthys saxicola 100 100 
2952 Isbrueckerichthys sp. Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 99.79 
2953 Isbrueckerichthys sp. Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 99.79 
2961 Isbrueckerichthys sp. Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 99.49 
3555 Isbrueckerichthys calvus Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 100 
3556 Isbrueckerichthys calvus Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 100 
3557 Isbrueckerichthys calvus Isbrueckerichthys saxicola/calvus 100 100 
29917 Isbrueckerichthys calvus NO MATCH NO MATCH NO MATCH 















Figura 2. Árvore de neighbor-joining para Isbrueckerichthys usando as distâncias 
genéticas através do modelo evolutivo de K2P+G. Números acima dos ramos representam 







Figura 3. Consenso das três árvores obtidas independentemente para os três diferentes 
priors para análise bayesiana (Yule, Birth and Death e Coalescent). Acima o gráfico da 





























Filogeografia molecular de Isbrueckerichthys (Siluriformes: Loricariidae): uma 




A distribuição e evolução dos peixes Neotropicais está intimamente ligada à 
eventos geológicos que promovem a dispersão e interferem no padrão de modelagem da 
paisagem. Captura de cabeceiras de rios são eventos geológicos que interconectam bacias 
adjacentes e/ou isolam bacias que eram previamente conectadas, promovendo ao mesmo 
tempo o isolamento (vicariância) e a dispersão (geodispersão) de espécies de peixes. Os 
cascudos (Loricariidae) representam bons modelos de estudo para a investigação de 
eventos de vicariância e dispersão atrelados a eventos geológicos. Na região sul/sudeste 
do Brasil estas alterações do relevo ocorreram no “Arco de Ponta Grossa” (Escarpa 
Devoniana) e a história evolutiva dos grupos remete a eventos de intercâmbio de fauna, 
os quais possuem assinaturas genéticas em populações de peixes. Neste trabalho foi 
investigado os padrões de distribuição geográfica e de diversidade genética de populações 
de Isbrueckerichthys em regiões limítrofes ao Arco de Ponta Grossa para as bacias dos 
rios Ribeira de Iguape e Tibagi com objetivo de inferir sobre a história evolutiva e as 
assinaturas genéticas de eventos geológicos de captura de cabeceiras de rios na 
diversificação do grupo. Para isto foram utilizadas análises moleculares de variância e de 
diversidade, inferências filogenéticas e filogeográficas, relógio molecular, além de 
índices de genética de populações, como ΦST, diversidade haplotípica, rede haplotípica, 
teste de mantel e análises bayesiana de estruturação. As análises apontam para uma alta 
diversidade haplotípica (h) = 0,859 e diversidade nucleotídica por sítio (π) = 0,05026. O 
teste de Mantel aponta para uma forte correlação entre a distribuição geográfica e a 
diversidade genética. As análises mostraram um cenário onde o ancestral de 
Isbrueckerichthys partiu das bacias costeiras do Atlântico para as terras mais altas em um 
processo de captura de cabeceira de rios há cerca de 8 (5-12) milhões de anos atrás, e a 
partir de então vem se diversificando ao longo de sua distribuição. A estruturação das 
populações segundo as inferências filogenéticas e filogeográficas corresponde a um 
cenário onde I. duseni diverge para Isbrueckerichthys saxicola + I. calvus. As análises 
mostraram ainda que Isbrueckerichthys sp. do rio Charqueada representa uma transição 
54 
 
entre I. duseni da bacia costeira e I. calvus e I. saxicola. Os resultados confirmam a 
hipótese de que eventos de captura de cabeceiras na região do Arco de Ponta Grossa 
contribuíram para o entendimento da diversidade da distribuição de Isbrueckerichthys na 
bacia do rio Tibagi.  
 








Neotropical fishes represent one of the most diverse groups, and their distribution and 
evolution are intimately linked to geological dispersion events and to patterns of 
landscape modeling. One important mechanism of geological nature that promotes the 
dispersion and diversification for fishes is the headwaters capture. These events 
interconnect adjacent basins and isolated basin that were previously connected, 
promoting at same time isolation (vicariance) and dispersion (geopersion) of fishes. 
Loricariidae represents one of the most diverse families in Neotropical fishes and 
constitute a proper study model for the investigation of events vicariance and 
geodispersion linked to preterit geological events. In the south and southeast Brazilian 
regions preterit alterations promoted headwaters capture events and faunal exchange 
between costal drainages and rivers of the uplands that composed the Brazilian crystalline 
shield. Ponta Grossa Arch is an important geological barrier for fish distribution and they 
evolutive history remit to faunal exchange events, that leaves genetic signatures in fish 
populations that inhabit they extension. In this way, the aim of this work was to 
investigate the patterns of geographic distribution and genetic diversity in 
Isbrueckerichthys in bordering regions of the Ponta Grossa Arch for the Ribeira de Iguape 
river and Tibagi river basins and infer about the evolutive history and the genetic 
signatures of geologic events of headwaters capture in group diversification. For this 
investigation were utilized analysis of molecular variance and of diversity, phylogenetic 
inferences, molecular clock and populational diversity indices, as ΦST, haplotypic and 
nucleotidic, haplotype network, mantel test and bayesian structure attribution tests. The 
results show a high haplotypic diversity h = 0,859 and nucleotide diversity π = 0,05026.  
The Mantel test show a strong positive correlation between geographical distance against 
the genetic diversity. Analysis also shows a scenario where the Isbrueckerichthys 
ancestral reach the upland basins from coastal drainages through headwaters capture 
event about 8 (5-12) millions of years, and since them were been diversified throughout 
their distribution. The populations structure according to phylogenetic and 
phylogeographic points to a scenario where I. duseni from costal drainages diverges to 
and I. saxicola and I. calvus from upland rivers. The results confirm the hypothesis that 
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headwaters capture events, like those that originate the Ponta Grossa Arch contributes for 
diversity found in Isbrueckerichthys and for their distribution in the Tibagi river basin. 
 








 Peixes continentais da América do Sul representam cerca de um quinto de espécies 
de peixes do mundo, ou cerca de 10% de todos os vertebrados (VARI; MALABARBA, 
1998; ALBERT et al., 2011). A razão evolutiva e ecológica para a origem e manutenção 
desta alta diversidade é pouco compreendida, no entato, para organismos obrigatórios de 
água doce, eventos de capturas de cabeceira representam um importante processo de 
alteração da paisagem que pode isolar linhagens e promover a diversificação (WATERS 
et al., 2006; WINEMILLER, et al. 2008; ALBERT; CRAMPTON, 2010; VICTORIANO 
et al., 2015), através de mudanças nos padrões na conectividade em bacias adjacentes 
(SMITH, 1981; MAYDEN, 1988).  
 Capturas de cabeceiras, ou capturas de rios (do inglês - headwaters capture, river 
capture) são processos geomorfológicos em que parte do fluxo de um córrego ou rio é 
dividido através das bacias ajacentes, promovendo intercâmbio de fauna (RIBEIRO, 
2006). Estas capturas de cabeceiras emergem pela influência de diversos processos 
geomorfológicos, incluindo o soerguimento tectônico ou tilting, represamento pela ação 
de glaciares ou deslizamento de terra, denudação de bacias de rios ou erosão, ou ainda 
por avulsão da margem de bacias hidrográficas pela acumulação de sedimentos em leques 
e estuários (BISHOP, 1995; ALMEIDA; CARNEIRO, 1998; RIBEIRO, 2006; 
WILKINSON et al., 2006). O processo de erosão de cabeceira ou de tributário lateral de 
uma bacia hidrogáfica tem um efeito de, simultaneamente, separar porções de rios que 
antes eram conectadas (i.e., vicariância) e então conectar porções de rios que antes eram 
separadas (i.e., geodispersão). Em outras palavras, capturas de rios promovem a alteração 
de barreiras físicas de bacias hidrográficas (GRANT et al., 2007; ALBERT; 
CRAMPTON, 2010).  
 Para táxons obrigatórios de água doce, como peixes de água doce, os eventos de 
captura de rios promovem a dispersão de espécies entre bacias adjacentes, onde os limites 
destas bacias impedem  a dispersão  (GRANT et al., 2007; MUNEEPEERAKUL et al., 
2008; BERTUZZO et al., 2009). Neste contexto, capturas de rios admissivelmente são 
importantes processos biogeográficos (MAYDEN, 1988) e cladogenéticos (DURAND et 
al. 1999; ENGLBRECHT et al., 2000; KREISER et al., 2001). Táxons sedentários 
limitados a água doce em regiões ativas geologicamente provavelmente retêm a 
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assinatura genética da vicariância (WATERS et al., 2001, 2006). A hidrografia histórica 
sem dúvidas desempenha um papel chave na modelagem da estruturação genética de 
populações de peixes de água doce (HURWOOD; HUGHES, 1998; COSTELLO et al., 
2003; KOTLÍK et al., 2004). Waters et al. (2006) sugeriram também que a combinação 
de dados genéticos e geológicos representam a chave para se determinar as histórias 
evolutivas da biota de peixes.  
 Dentre os peixes neotropicais, os membros da família Loricariidae, ou cascudos 
(do inglês - armored catfishes), representam um modelo apropriado para a investigação 
dos efeitos da evolução da paisagem na diversificação das linhagens. Estes peixes habitam 
a maioria dos ambientes aquáticos das regiões da América do Sul e Central. Um número 
superior a 900 espécies válidas são conhecidas até o momento para Loricariidae 
(ESCHMEYER; FONG, 2018), sendo um dos grupos mais especiosos dentro dos peixes 
neotropicais. Os loricariídeos demonstram uma ampla tolerância e distribuição 
geográfica. Diversas espécies habitam ambientes extremos ou são especialistas tróficos 
(LANGEANI, 1990; ARMBRUSTER, 1998; SABAJ et al., 1999; COVAIN et al., 2008), 
e diversas espécies são altamente endêmicas, com distribuição muito restrita (BIZERRIL, 
1994; RIBEIRO, 2006).  
 As subfamílias Hypoptopomatinae, Neoplecostominae e Otothyrinae são 
reconhecidos com um clado natural (clado HNO) a partir das análises de dados 
morfológicos e moleculares (SCHAEFER, 1991; BIZERRIL, 1994; ARMBRUSTER, 
2004; CRAMER et al., 2007, 2011; ROXO et al, 2014). O clado HNO contém 
aproximadamente 180 espécies, sendo que Neoplecostominae inclui 37 espécies válidas 
(ESCHMEYER; FONG, 2018). Os gêneros desta subfamília são Kronichthys, 
Isbrueckerichthys, Pareiohaphis, Pareiohina, Neoplecostomus e Pseudocinclus 
(ARMBRUSTER, 2004; CHIACHIO et al., 2008). Isbrueckerichthys foi primeiramente 
proposto por Derijst (1996) e incluía Pareiohaphis duseni e Pareiohaphis alipionis. 
Inicialmente, foram propostas apenas três espécies para o gênero sendo elas: 
Isbrueckerichthys alipionis, Isbrueckerichthys duseni e Isbrueckerichthys epakmos, 
sendo todas endêmicas da bacia do Rio Ribeira de Iguape (restritas às regiões costeiras 
do sul e sudeste brasileiro). Posteriormente, duas outras espécies foram descritas: 
Isbrueckerichthys calvus e Isbrueckerichthys saxicola, sendo ambas encontradas em 
subafluentes da Bacia do Rio Tibagi (Alto Paraná) sendo, portanto, atualmente 
desconectadas geograficamente de suas conspecíficas, ampliando a distribuição de 
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Isbrueckerichthys para o interior dos planaltos de altitude do escudo cristalino brasileiro 
(JEREP et al., 2006). Um estudo recente de sistemática integrativa demonstrou uma baixa 
distância genética e provável fluxo gênico entre I. calvus e I. saxicola na bacia do Rio 
Tibagi, onde os autores propuseram que I. calvus é sinônimo júnior de I. saxicola 
(ALMEIDA et al., capítulo 1). 
 Os representantes de Neoplecostominae, como Isbrueckerichthys, são restritos ao 
sul e sudeste brasileiro, tornando-os grupos chave para a investigação da hipótese de 
captura de cabeceira na biogeografia e filogeografia. Nesta região, Ribeiro (2006) propôs 
áreas onde ocorreram eventos históricos de captura de cabeceiras. Uma dessas áreas inclui 
as fronteiras da cabeceira do Rio Ribeira de Iguape (drenagem Atlântica, terras baixas) e 
também as fronteiras das bacias dos rios Tibagi e Iguaçu (drenagem do Paraná, terras 
altas). Nessa região a característica mais proeminente é o Arco de Ponta Grossa (Escarpa 
Devoniana). O Arco de Ponta Grossa consiste em um soerguimento do embasamento 
cristalino através do sudeste da bacia do Paraná, os quais incluem sistemas intrincados de 
falhas geológicas e fraturas. Reativações de falhas antigas podem levar a deslocamentos 
verticais entre blocos e promover as movimentações necessárias para a ocorrência de 
captura de cabeceiras e, consequentemente, eventos vicariantes e intercâmbio de fauna 
(RIBEIRO, 2006). Estes efeitos são comprovados pela ocorrência de espécies típicas de 
planícies costeiras Atlânticas nas porções mais elevadas do Alto Paraná (RIBEIRO, 2006, 
BARBOSA et al., 2017). 
 Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar os padrões de distribuição 
das espécies de Isbrueckerichthys adjacentes ao Arco de Ponta Grosa usando análises 
populacionais e biogeográficas, inferir uma filogenia calibrada e, discutir o papel 










MATERIAL E MÉTODOS 
 
  Coleta de amostras 
 
 A captura dos exemplares de Isbrueckerichthys foi realizada através da extensão 
da distribuição das espécies entre os riachos do rio Ribeira de Iguape até riachos 
pertencentes à Bacia do rio Tibagi, passando pela borda da região do Arco de Ponta 
Grossa (Figura 1). As localidades de coleta, os números de indivíduos (n) e os números 
de acesso (vouchers) estão resumidos na Tabela I. Para testar a hipótese filogeográfica, 
os nomes das morfoespécies I. duseni, I. saxicola e I. calvus foram mantidos, embora um 
estudo de delimitação molecular de espécies demonstrar I. calvus como sinônimo júnior 
de I. saxicola (ALMEIDA et al., 2019, em preparação). Os peixes foram coletados sob 
licença do Ministério do Meio Ambiente e Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade (ICMBio/SISBIO: 15117-1). Todos os procedimentos foram realizados 
de acordo com a regulamentação do Comitê de Ética de Uso Animal da Universidade 
Estadual de Ponta Grossa (Protocolo: 29/2016). Os espécimes foram fixados em formol 
10% e estocados em álcool 70% para identificação e depósito na Coleção Ictiológica do 
Núcleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupélia) da Universidade 
Estadual de Maringá, (Maringá, Paraná, Brasil).  
 
 Extração de DNA PCR e sequenciamento 
  
O protocolo de extração de DNA foi realizado seguindo o protocolo com CTAB 
(MURRAY; THOMPSON, 1980) com adaptações ou, em alguns casos, usando kit de 
extração Illustra Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kit – GE Healthcare, segundo 
as instruções do fabricante. As amostras de DNA foram suspensas em água miliQ e 
estocadas a 4 °C. 
 Para a análise do fragmento mitocondrial foram amplificados fragmentos 
correspondentes à região Folmer (FOLMER et al., 1994; HEBERT et al., 2003) do gene 
citocromo c oxidase subunidade I (COI ou COXI). A amplificação foi realizada utilizando 
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os primers FISH_F1: 5’- TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ como forward 
e FISH_R1: 5’-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ como reverse (WARD et 
al., 2005). O programa de PCR consistiu em um passo inicial de desnaturação a 95 °C por 
2 minutos, seguido de 35 ciclos com 3 passos, sendo o primeiro passo a 94 °C por 30 
segundos, o segundo passo a 54 °C por 1 minuto para anelamento dos primers e o terceiro 
passo a 72 °C por 1 minuto, com um passo final de extensão a 72 °C por 10 minutos. 
 Os produtos de PCR foram purificados utilizando kit de purificação GFX PCR 
DNA and Gel band purification Kit, seguindo as instruções do fabricante. Os produtos 
purificados foram sequenciados utilizando 60 ng/μL de produto de PCR e 10 pmol de 
cada primer em sequenciador automático (ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer) armado 
com capilar de 50 cm e polímero POP6 (Applied Biosystems). 
  
 Tratamento de sequências e alinhamento  
  
 Cada sequência foi analisada separadamente quanto a qualidade do 
eletroferograma e, as sequências forward e reverse (complemento) foram alinhadas para 
obtenção de uma sequência consenso. Os consensos foram analisados quanto à 
similaridade e qualidade usando a ferramenta BLAST (BLATn) do NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências foram checadas para a possível 
ocorrência de erros de alinhamento ou stop codons internos. Depois deste passo, todas as 
sequências foram alinhadas através do software ClustalW (LARKIN et al., 2007).  
  
 Análises filogenéticas e moleculares 
  
O alinhamento foi submetido a um teste para identificação do melhor modelo 
evolutivo de substituição de nucleotídeos no JModeltest (DARRIBA et al., 2012), usando 
o critério de Informação de Akaike corrigido (BOZDOGAN, 1987). As análises 
filogenéticas de máxima verossimilhança foram realizadas utilizando o programa PhyML 
(GUINDON et al., 2010). Os valores de bootstrap foram utilizados para o suporte de ramo 
(FELSENSTEIN, 1985). A análise bayesiana foi obtida utilizando o software BEAST 
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(DRUMMOND et al., 2012). Em ambas as análises foram utilizadas sequências de COI 
de Kronichthys heylandi, Otocinclus vittatus, Pareiohina carrancas, e Neoplecostomus 
microps para o enraizamento e polarização da árvore. Sequências adicionais de 
Isbrueckerichthys foram obtidas nos bancos de dados e reunidas às demais sequências 
(Tabela V). 
Para a análise bayesiana foram utilizadas 100.000.000 de gerações de Monte Carlo 
via Cadeias de Markov (Monte Carlo Markov Chains – MCMC). Os softwares acessórios 
Tracer e TreeAnotator foram utilizados para analisar as estatísticas de estabilidade de 
cadeia e tamanho efetivo populacional (do inglês - efective sample size – ESS). Foram 
realizadas três diferentes análises bayesianas, utilizando três priors diferentes, Yule, 
Coalescent e Birth-and-Death. Os modelos de substituição e de nucleotídeos foram 
programados de acordo com os resultados do JModeltest. O modelo de relógio molecular 
utilizado foi o modelo “relógio relaxado não correlacionado” (do inglês - uncorrelated 
relaxed clock) (DRUMMOND et al., 2006). A taxa de burn-in estipulada foi de 10%. 
Para as análises populacionais foram estimados os valores de diversidade 
haplotípica (h), diversidade nucleotídica (π) e fluxo gênico no DNAsp (ROZAS et al., 
2017). Valores de estatísticas ΦST (HOLSINGER; WEIR, 2009) e Análises de Variância 
Molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) foram obtidas no software Arlequin 
(EXCOFFIER; LISCHER, 2015). 
Análises da estruturação bayesianas das sequências, assumindo uma estruturação 
baseada no modelo geológico foram realizadas utilizando no programa STRUCTURE 
(PRITCHARD, 2010). Uma rede haplotípica foi construída utilizando o critério de 
median-joining nos softwares NETWORK  (http://www.fluxus-engineering.com) e 
PopArt (LEIGH AND BRYANT, 2015). A correlação entre a distribuição geográfica e a 
distância genética entre as sequências foi obtida no software Alleles in Space (MILLER, 
2005).  
Uma filogenia calibrada no tempo foi construída utilizando a inferência Bayesiana 
com o prior que apresentou melhor resultado no teste de comparação de modelos, usando 
o programa BEAST (DRUMMOND et al., 2012), com relógio no modelo “relaxado não 
correlacionado” (DRUMMOND et al., 2006). Foram utilizadas 100.000.000 de gerações 
de Monte Carlo via Cadeias de Markov. Uma árvore consenso foi obtida a cada 1000 
gerações, e a topologia final representa um consenso de todas as árvores amostradas.  
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Para a calibração de tempo foram utilizadas as estimativas previamente 
estabelecidas para Otocinclus vittatus com idade aproximadamente de 49.9 milhões de 
anos, Pareiohina carrancas com aproximadamente 45.9 milhões de anos e Kronickthys 
heylandi com aproximadamente 13.0 milhões de anos, baseado nas análises prévias de 


























Foram analisadas 43 sequências de COI de Isbrueckerichthys mais quatro 
sequências de COI para outgroups. As 5 morfoespécies pertencentes ao gênero e, que se 
distribuem em diferentes localidades ao longo das bacias do rio Ribeira e Tibagi foram 
incluídas na análise. O alinhamento final das sequências de COI possui comprimento 
médio de 478 nucleotídeos, sendo que destes 233 foram variáveis e 132 foram 
informativos para parcimônia. O conteúdo GC encontrado foi de 48,7%. Os dados 
mostraram uma diversidade nucleotídica (π) =0,859, e diversidade nucleotídica por sítio 
(h) = 0,05026. Outras estatísticas moleculares estão resumidas na Tabela VI.  
 Análises filogenéticas de máxima verossimilhança e de inferência bayesiana 
mostram, em um panorama geral, o mesmo cenário, com dois clados maiores dividindo 
as populações de Isbrueckerichthys (Figuras 4 e 5). Um clado contêm todas as sequências 
referentes à I. duseni (Figuras 4 e 5). O segundo clado reúne as morfoespécies I. calvus e 
I. saxicola dos ribeirões Charqueada, Taquara e Lindóia (Figuras 4 e 5).  
As sequências de COI foram também utilizadas para a construção de rede de 
haplótipos (Figura 6). A rede de haplótipos mostrou pouco compartilhamento de 
haplótipos e nenhuma sobreposição de haplótipo entre as espécies (Figura 6). A exceção 
está para as morfoespécies I. saxicola e I. calvus (sugerem um único táxon), as quais 
compartilham o haplótipo 3.  
Foram encontrados no total 21 haplótipos (h=0,86), sendo que o haplótipo 3 é 
compartilhado por 12 sequências de I. saxicola e quatro de I. calvus, indicando fluxo 
gênico entre as morfoespécies. O haplótipo 3 possui conexões com os haplótipos 
referentes às demais espécies e populações e, difere de haplótipos de I. duseni por apenas 
um passo mutacional (por exemplo, haplótipos 4, 5), indicando proximidade entre I. 
duseni e I. saxicola+I. calvus (Figura 6). 
A filogenia calibrada no tempo através do prior birth-and-death mostra que, 
provavelmente, o ancestral de I. duseni atingiu as regiões mais altas do escudo cristalino 
diversificando em I. saxicola (mais I. calvus) entre 5-12 milhões de anos atrás (Figura 7). 
Os gráficos de estruturação populacional usando K=2 (I. duseni [1]/I. saxicola+I. 
calvus [2]) (modelo ancestral com modelo de não mistura e frequências não 
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correlacionada) baseada em resultados das filogenias e das redes haplotípicas 
demonstraram alguma mistura entre as duas localidades e gradiente entre I. duseni para 
I. saxicola+I. calvus (Figura 8a). Além disso, a Variância Molecular através do índice de 
fixação de ΦST foi testado de acordo com os diferentes arranjos de estruturação mais 
prováveis. A estruturação considerando I. duseni como uma população e I. calvus e I. 
saxicola como outra mostrou ΦST = 0.46 (p< 0,5), que é considerado um valor alto e 
confiável para estruturação populacional (Tabela VII) A análise considerando cada 
população com individual mostrou ΦST = 0.37. Análises de correlação espacial de Teste 
de Mantel mostraram uma forte correlação positiva (r = 0.6234, p=0.00099) entre a 






















Espécies de Neoplecostominae são distribuídas em regiões elevadas do sul e 
sudeste brasileiro e são conhecidamente habitantes de água com alta concentração de 
oxigênio (LANGEANI, 1990). Provavelmente suas espécies tem dificuldades na 
adaptação em rios com elevações mais baixas devido à baixa concentração de oxigênio 
na água comparados com rios de regiões mais elevadas (LANGEANI, 1990). As árvores 
filogenéticas mostram uma restrita relação entre as espécies e um provável cenário onde 
a dispersão de Isbrueckerichthys  ocorrendo nas delimitações entre o Primeiro (regiões 
das bacias costeiras do Rio Ribeira de Iguape) e o Segundo (terras elevadas da bacia do 
Tibagi – Alto Paraná) Planaltos Paranaenses de acordo com mecanismos de captura de 
cabeceiras propostos para a área geológica em questão (RIBEIRO, 2006). 
A principal característica geológica nos limites entre o Primeiro e Segundo 
Planaltos Paranaenses englobando as bacias dos rios Tibagi, Iguaçu e Ribeira de Iguape 
é o Arco de Ponta Grossa (Escarpa Devoniana) (RIBEIRO, 2006). Na literatura é notório 
que o Arco de Ponta Grossa tem uma tendência ao soerguimento e sua atividade tectônica 
pode ter acelerado o dinamismo fluvial entre bacias adjacentes e promoveu o intercâmbio 
faunístico (RAPOSO, 1995; ALMEIDA; CARNEIRO, 1998; RIBEIRO, 2006, 
BARBOSA et al., 2017). Nossos dados sugerem que populações I. duseni das cabeceiras 
próximas da borda leste do Arco de Ponta Grossa são um grupo monofilético no rio 
Ribeira de Iguape. As morfoespécies I. calvus e I. saxicola foram amostradas na porção 
oeste do Arco de Ponta Grossa, em diferentes tributários da bacia do rio Tibagi. Um 
estudo de identificação molecular prévio demonstrou que estas morfoespécies compõe 
um único táxon molecular e a sinonímia de I. calvus foi proposta para I. saxicola 
(ALMEIDA et al., 2019, em preparação).  
Ribeiro (2006) propôs uma série de padrões (nomeados A, B e C) para explicar a 
distribuição da ictiofauna a partir de eventos geológicos. O estudo descreveu ainda as 
relações de grupos irmãos observados entre linhagens que habitam as regiões costeiras e 
as que habitam o interior da Bacia do Paraná (RIBEIRO, 2006). O “Padrão A” representa 
os eventos mais antigos, o “Padrão B” representa eventos históricos intermediários, com 
relações entre as regiões costeiras e a terras elevadas adjacentes com grau intermediário 
de inclusividade, e o “Padrão C” com os eventos vicariantes mais recentes de intercâmbio, 
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o que leva a pontos onde há um compartilhamento de espécies ou “zonas híbridas”. O 
padrão filogeográfico sugerido para espécies de Neoplecostominae e Otothyrinae é o 
“Padrão B” Roxo et al. (2014) e nossos dados mostram que para Isbrueckerichthys o 
“Padrão C” é o que mais se ajusta aos dados, com I. duseni atingindo recentemente as 
porções mais elevadas e divergindo em I. calvus e I. saxicola. As baixas distâncias 
genéticas  (Tabela III) entre I. duseni e I saxicola +I. calvus (2,1%±0,38% e 1,64±0,38% 
respectivamente), as relações estritamente próximas nas análises de inferência bayesiana 
e máxima verossimilhança (Figuras 4 e 5), rede haplotípica (Figura 6) e de estruturação 
bayesiana do STRUCTURE (Figura 8a) não são suficientemente próximas para sugerir 
que sejam a mesma espécie. Entretanto, este conjunto de dados demonstrou resultados 
próximos e consistentes para propor que I. duseni e I. saxicola+I. calvus divergiram de 
um mesmo ancestral comum por evento de captura de cabeceira há aproximadamente 8 
(5-12) m.a. conforme Figura 7, e que a espécie diferenciou a partir de então em tributários 
de “terras altas” da bacia do rio Tibagi. Para o estágio evolutivo atual os nossos dados 
demonstram que a espécie molecular I. saxicola ocupa os tributários do rio Tibagi e, esta 
área pode representar uma “zona híbrida” de transição das morfoespécies I. saxicola e I. 
calvus, como sugerido para o “Padrão C” de relações filogenética proposto por Ribeiro 
(2006).  
Movimentos verticais, reativação de falhas antigas e processos erosivos dos rios 
promovem a mistura entre bacias adjacentes e mais provavelmente podem explicar o 
intercâmbio faunístico entre as linhagens mais ancestrais movendo das regiões costeiras 
para as terras altas (RIBEIRO, 2006). Nossas análises sugerem que uma linhagem de 
Isbrueckerichthys que habitava a região leste do Arco de Ponta Grossa atingiu a porção 
mais alta do escudo cristalino através de eventos de captura de cabeceira e desde então 
tem se diversificado. Este cenário é congruente com os eventos históricos de captura de 
cabeceiras propostos para a região do Arco de Ponta Grossa (RIBEIRO, 2006; VICARI 
et al., 2006; CHIACHIO et al., 2008; ROXO et al., 2012, 2014). Os padrões de 
inclusividade demonstrados na análise STRUCTURE (Figura 8a) também suportam estes 
dados.   
Outros estudos encontraram resultados semelhantes e congruentes com o padrão 
C de dispersão como, por exemplo, Silva (2004) que descreve a distribuição de 
Bryconamericus patriciae que ocorre tanto no Alto Uruguai quando nas regiões costeiras 
do rio Jacuí. Reis et al. (1990) mostram o mesmo padrão ao descrever Hypostomus 
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commersonni e H. aspilogaster ocorrendo no rio Uruguai e também no rio Jacuí e em 
outros tributários costeiros do sistema da Lagoa dos Patos. Alguns grupos como 
Thrichomycterus davisi (INGENITO et al., 2004), Hypostomus ancistroides 
(OYAKAWA et al., 2005), Rhamdiopsis moreirai (BIZERRIL; LIMA, 2000) mostram 
compartilhamento de espécies entre o Alto Iguaçu e a bacia do Ribeira de Iguape.  
Análises de Roxo et al. (2012) também sugerem que o ancestral de 
Isbrueckerichthys habitava as bacias costeiras e eventos de captura de cabeceira levaram 
o gênero a distribuir-se no interior cerca há de 4.8 (2.3 – 7.8), 5.9 (2.9-9.5) e 10.6 (.5.5-
16.5) milhões de anos atrás. Nossos resultados mostram uma dispersão congruente com 
a dispersão de Isbrueckerichthys entre 8 (5-12) milhões de anos (Figura 7), como proposto 
por Roxo et al. (2012). Embora seja importante ressaltar que esta análise é baseada em 
dados single locus, apenas com DNA mitocondrial, que notadamente possui uma maior 
taxa de mutação (BROWN et al., 1979).  
A análise de bayesian skyline plot que analisa a flutuação demográfica 
populacional das linhagens durante o tempo (Figura 8b) mostra que houve uma certa 
estabilidade nos números de tamanho efetivo populacional durante os primeiros estágios 
da história evolutiva do grupo, que então passou a subir exponencialmente entre 10 e 5 
milhões de anos, que coincide com a diversificação de I. duseni para I. saxicola (e a 
sinônima I. calvus) no interior do escudo cristalino. Estes dados indicam que o evento de 
captura de cabeceira promoveu a geodispersão das espécies que atingiram novos nichos 
e passaram a diversificar e, a aumentaram exponencialmente seus efetivos populacionais.  
Em outra análise, o Teste de Mantel (Figura 9) mostra uma forte correlação entre 
a distância genética e a distribuição espacial para as populações de Isbrueckerichthys. 
Este resultado confirma a hipótese de que eventos de capturas de rios contribuíram para 
a dispersão e diferenciação de espécies de Isbrueckerichthys nas regiões da bacia do Rio 
Tibagi. 
Os resultados demonstraram que I. duseni amostrado na população capturada no 
ribeirão da Areia, o qual está localizado na margem leste do Arco de Ponta Grossa (“terras 
baixas” da bacia do Ribeira de Iguape) tem forte correlação com a população da espécie 
molecular I. saxicola mais próxima, localizada no ribeirão Charqueado (“terras altas” da 
bacia do rio Tibagi) e, a partir desta, com as outras populações amostradas nos ribeirões 
Taquara e Lindóia. Neste caso, este evento promoveu a geodispersão e diferenciação de 
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Isbrueckerichthys nos diferentes tributários da bacia do Rio Tibagi. Em última análise, 
com o conjunto de dados avaliados e a inconsistência entre os dados da identificação 
morfológica (JEREP et al., 2006) e os dados de delimitação molecular de espécies (de 
ALMEIDA et al., capítulo 1) é possível inferir um processo de especiação incipiente entre 
I. calvus e I. saxicola na bacia do rio Tibagi. Neste caso, a taxa de evolução morfológica 
em novos nichos para as populações do rio Tibagi demonstrou ser mais rápida do que a 
evolução molecular, a qual demanda tempo para diferenciação e isolamento do 
compartilhamento de haplótipos.  
Isbrueckerichthys epakmos se mostrou parafilético nestas análises, tanto nos 
agrupamentos de neighbor-joining, quanto de máxima verossimilhança e inferência 
bayesiana, agrupando-se ora dentro do ramo referente à I. duseni ora no grupo referente 
a I. calvus+I. saxicola. Isto pode ser devido à baixa amostragem dessa espécie (apenas 3 
sequências), ou à erros na classificação dos espécimes depositados nos bancos de dados. 
Da mesma forma, I. alipionis não forma grupos monofiléticos nas análises filogenéticas, 
mas com poucos passos filogenéticos adicionais para a monofilia, o que também se deve 
ao fato da baixa amostragem. Porém, estas sequências foram incluídas para uma 
investigação mais ampla, e não são o foco do estudo, que tinha objetivo investigar os 
padrões mais específicos em relação aos planaltos paranaenses entre I. duseni, I. saxicola 
e I. calvus, sendo necessários estudos com melhores amostragens destes táxons para um 
panorama mais global.  
 
CONCLUSÃO   
 
Nossos resultados corroboram com a proposta do Padrão C de distribuição da 
biodiversidade proposto por Ribeiro (2006) para a explicação da atual distribuição dos 
táxons de Isbrueckerichthys na bacia do rio Tibagi a partir de linhagens existentes na 
bacia do rio Ribeira. Este evento pretérito promoveu a inclusão da fauna de rios das 
regiões costeiras para as bacias adjacentes do escudo cristalino brasileiro (RIBEIRO, 
2006; ROXO et al., 2012, 2014). Nossos dados de datações pela filogenia calibrada com 
relógio molecular coincidem com eventos de captura de cabeceira que ocorreram na 
mesma época há ~8 m.a. e que a geodispersão de I. duseni o interior da Bacia do Alto 
Paraná (tributários do rio Tibagi) deu origem a linhagens para a diferenciação das espécies 
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morfológicas  (I. saxicola e I. calvus). As análises de delimitação molecular single locus 
de espécies demonstram que I. saxicola e I. calvus pertencem à mesma categoria 
taxonômica. As estreitas relações entre I. duseni e I. saxicola+I. calvus, os resultados das 
redes haplotípicas e dos gráficos de atribuição bayesiana também corroboram com a 
proposta de fluxo gênico entre I. saxicola+I. calvus. O compartilhamento do background 
genético para este marcador entre estas duas morfoespécies pode representar uma 
especiação incipiente, e representar a ocorrência de uma “zona híbrida” nas “terras altas” 
da região do Arco de Ponta Grossa. Este fato é congruente com as características descritas 
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Tabela V. Lista dos exemplares amostrados, suas identificações, números de acesso.  
# Espécies  Número de acesso (voucher) Origem 
1 Isbrueckerichthys alipionis BOLD ANGF8438-12 2 BOLD systems 
2  BOLD MCP 44226 BOLD systems 
3  BOLD GBGCA326-10 2 BOLD systems 
4  BOLD LBP7373 BOLD systems 
5 Isbrueckerichthys epakmos BOLD ANGBF8379-12 2 BOLD systems 
6  BOLD GBGCA331-10 2 BOLD systems 
7  BOLD LB7385 1 BOLD systems 
8 Isbrueckerichthys duseni Itambé 2376 Este estudo 
9  Itambé 2379 Este estudo 
10  Itambé 2380 Este estudo 
11  Itambé 2381 Este estudo 
12  Itambé 2383 Este estudo 
13  Itaiacoca 2708 Este estudo 
14  Itaiacoca 2709 Este estudo 
15  Itaiacoca 2717 Este estudo 
16  Itaiacoca 2719 Este estudo 
17  Itaiacoca 2720 Este estudo 
18  BOLD ANGBF8437-12 2 BOLD systems 
19 Isbrueckerichthys saxicola Londrina 40261 Este estudo 
20  Londrina 40259 Este estudo 
21  BOLD LBP-29763 BOLD systems 
22  BOLD LBP-29995 BOLD systems 
23  BOLD LBP-29996 BOLD systems 
24  BOLD LBP-29764 BOLD systems 
25  BOLD LBP-40263 BOLD systems 
26  BOLD LBP-40260 BOLD systems 
27  BOLD LBP-29994 BOLD systems 
28  BOLD LBP-40261 BOLD systems 
29  BOLD LBP-40259 BOLD systems 
30  BOLD LBP-29767 BOLD systems 
31  Charqueada 2950 Este estudo 
32  Charqueada 2951 Este estudo 
33  Charqueada 2952 Este estudo 
34  Charqueada 2953 Este estudo 
35  Charqueada 2961 Este estudo 
36 Isbrueckerichthys calvus Apucarana 3555 Este estudo 
37  Apucarana 3556 Este estudo 
38  Apucarana 3557 Este estudo 
39  Apucarana 29917 Este estudo 
40  Apucarana 29918 Este estudo 
41  BOLD ANFGBF8380-12 1 BOLD systems 
42  BOLD GBGCA330-10 1 BOLD systems 
43  BOLD LBP6389 BOLD systems 
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Tabela VI. Estatísticas moleculares e melhor modelo evolutivo de substituição de 





















por sítio (π) 
K2+G 6100,4494 -2958,8714 41 0,25 0,25 0,25 0,25 11.358 0.1300 - 0,487 0,859 0,05026 
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Tabela VII. Índices de fixação ΦST baseados na estruturação considerando (I. duseni; I. 
saxicola + I. calvus). 
Origem da variação  Soma dos quadrados Componentes da variância Porcentagem de variação 
Entre grupos  450.314  24.76993  40.95641  
Entre populações 
dentro dos grupos  
68.339  3.30269  5.46091  
Entre populações 1069.402 32.40613 53.58268 
    
Total 1588.056 60.47875  
φSC 0.09249   
φST 0.46417   






















Figura 4. Árvore de máxima verossimilhança inferida no PhyML, programado com o 
modelo de substituição de nucleotídeos K2P+G. Números acima dos ramos indicam os 




Figura 5. Árvore filogenética inferida através de análise bayesiana no BEAST, com 
100.000.000 de gerações de Monte Carlo via Cadeias de Markov, com relógio relaxado 
não correlacionado, distribuição lognormal, birth and death, 8 categorias gama, 
programada com o modelo de substituição K2P+G. Números acima dos ramos 




Figura 6. No topo Rede haplotípica construída através do algoritmo de median-joining 
usando sequências de COI de Isbrueckerichthys (no topo). Círculos representando os 
haplótipos são proporcionais ao número de indivíduos que compartilham o mesmo 
haplótipo, e as cores referem-se a espécies/populações diferentes. Abaixo, distribuição 







Figura 7. Filogenia calibrada no tempo geológico para COI, realizada no BEAST. 
Usando 3 tempos diferentes de calibração. O relógio molecular considerado foi o modelo 
relaxado não correlacionado, usando o prior de Birth and Death. A escala está 







Figura 8. (a) Gráfico de estruturação populacional do STRUCTURE, usando o “modelo 
sem mistura” com K=2 (I. duseni/I. saxicola+I. calvus); (b) gráfico da análise de bayesian 












Figura 9. Teste de Mantel apresentando as distâncias genéticas contra as distâncias 







































5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Os dados moleculares obtidos neste estudo aumentam significativamente o 
número de sequências disponíveis para Isbrueckerichthys que antes eram escassos e com 
amostragem esparsa. 
As análises de delimitação de espécies e de identificação molecular de espécies 
demonstram que a variabilidade genética não acompanhou a taxa de evolução 
morfológica. Os caracteres morfológicos são a base das chaves de identificação de 
Isbrueckerichthys. No entanto, o estudo de delimitação molecular de espécies mostrou 
que ao menos duas categorias taxonômicas dentro do grupo, Isbrueckerichthys saxicola 
e Isbrueckerichthys calvus correspondem a um único táxon. Este tipo de análise de 
resolução de incertezas taxonômicas é de fundamental importância para aplicações 
posteriores de evolução e filogenia do grupo. As diferenças entre os caracteres 
morfológicos utilizados para a classificação taxonômica de Isbrueckerichthys são sutis e, 
de difícil detecção/aplicação por taxonomistas não especialistas no grupo. Os marcadores 
cromossômicos também não são capazes de uma distinção clara entre as espécies de 
Isbrueckerichthys. Em última análise, a identificação e delimitação de espécies utilizando 
dados moleculares podem ser fundamentais para a diagnose correta de espécies de 
Isbrueckerichthys. 
Com relação à hipótese de diversificação e evolução do grupo através de eventos 
de captura de rios a presente análise é concordante com os padrões já anteriormente 
apresentados para espécies de Neoplecostominae. Nossos dados demonstraram que 
eventos de captura de cabeceiras de rios tiveram contribuição marcante na atual 
distribuição, diversificação e evolução dos táxons de Isbrueckerichthys. Neste gênero de 
peixes, especificamente, o Padrão C de evolução proposto por Ribeiro (2006) é 
congruente com a dispersão de Isbrueckerichthys duseni das bacias costeiras atingindo as 
terras mais altas do escudo cristalino entre 5-12 milhões de anos, diversificando nas 
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